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A Vépoque ott je me suis occupé de la présence des métaux 
alcalins dans les espéces vivantes (1), les chimistes et les physio- 
logistes étaient 4 peu prés d’accord pour considérer le potassium 
comme indispensable a la vie des plantes. On n’avait publié qu’une 
observation contraire a cette fondamentale conception : celle de 
Grandeau, d’aprés qui « il n’y avait pas trace de potasse dans 
les cendres de la canne a sucre, ni du fucus » [4]. 

Quant au sodium, il en était tout autrement. Méme longtemps 
apres la découverte de ce métal alcalin dans certaines plantes 
du bord de la mer par Duhamel de Monceau, dans la premiére 
moilié du xvuir® siécle [2], on ignorait si le sodium existe, comme 
le potassium, d’une maniére constante dans les tissus des végé- 
taux. Tout au plus semblait-on admettre, en se basant sur les 
analogies physico-chimiques des deux métaux, que ceux-ci pou- 
vaient se rencontrer dans les espéces végétales et y remplir, sans 
préciser davantage, 4 peu prés les mémes fonctions. Les premiers 
observateurs qui essayérent de s’assurer du fait par l’analyse 
chimique des cendres, ne disposant que de méthodes imparfaites, 
arrivéerent 4a des conclusions divergentes sur les proportions et 
méme sur la présence du sodium dans les plantes. 

Frappé par l’importance de la question, Péligot réagit, en 1867, 


(1) Lorsque j’ai été chargé du Cours de Chimie biologique 4 la 
Faculté des Sciences de Paris (1905). 
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contre la maniére dont on l’avait traitée jusqu’alors. S’élevant 
contre l’emploi des méthodes indirectes pour la détermination du 
sodium et n’admettant la présence de ce métal dans une cendre 
végétale que lorsqu’elle y avait été directement démontrée, notam- 
ment par la cristallisation différente et trés caractéristique des 
deux sulfates alcalins, il est arrivé a Ja conclusion « que la cendre 
fournie par l’incinération de la plupart des végétaux est exempte 
de sodium », Sur les 20 espéces qu’il énumére, il n’a caractérisé 
le sodium que dans 5, soit une fois sur quatre seulement [3]. 

La méthode de Péligot donnait des résultats qualitatifs certains 
lorsqu’il y avait une proportion suffisante de sodium, mais elle 
n’était pas assez sensible pour déceler de petites quantités du 
méme métal en présence de beaucoup de potassium, ce qui, nous 
le savons aujourd’hui, est généralement le cas. Au point de vue 
quantitat:f, la méthode était pour ainsi dire sans valeur. 

Conduit & me préoccuper de la présence, ne serail-ce qu’en trés 
petites proportions, des divers éléments de la matiére vivante, 
j’al repris a mon tour l'étude biochimique du sodium. Je me suis 
préoccupé tout d’abord d’établir une méthode de séparation 
précise du sod:um et du potassium qui peuvent exister dans les 
organismes. Cette méthode, mettant a profit les progrés réalisés 
dans l’analyse chimique, fut trouvée en amenant tout d’abord les 
métaux alcalins a |’état de chlorures aussi exempts que possible 
de tous autres éléments ; puis en précipitant le potassium par le 
bichlorure de platine ou par l’acide perchlorique, et séparant 
enfin le sodium sous la forme de chlorure ou, mieux, d’acétate 
triple de Streng [4]. Cette méthode a été utilisée dans mon labo- 
ratoire par P. Gérard pour la préparation de sa thése de doctorat 
és sciences naturelles de la Faculté des Sciences de Paris 
« Contribution a l’étude du potassium et du sodium chez les 
Animaux » (Paris, 1912). J’en ai fait plus tard une description 
séparée [5]. 

Celte méthode fut ensuite appliquée par moi, en collaboration 
avec J. Perietzeanu [6] et avec M. Rosenblatt [7], 4 ’examen de 
plus d’une centaine d’échantillons de plantes ou de parties de 
plantes : marines, submarines ou terrestres, sauvages ou culti- 
vées, appartenant a 73 espéces différentes [61 phanérogames et 
12 cryptogames] (2). 

Les résultats de ces recherches démontrérent que le sodium 
existait en proportions dosables dans toutes les espéces végétales 
et dans toutes les parties des espéces végétales analysées. 

Comme les espéces examinées comportaient intentionnellement 


(2) Ces derniéres publications ont été rassemblées et reproduites 
récemment en une petite brochure par la Société commerciale des 


Nitrates du Chili, Paris. 
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celles qui avaient élé signalées par Péligot comme exemptes de 
sodium, on voit que les derniers résultats étaient, contrairement 
ce que l’on croyait alors, complétement en faveur de la présence 
générale du sodium, comme du potassium, dans le régne végétal. 

Sans faire la moindre allusion aux publications ci-dessus, 
A. Wallace a réalisé derniérement, en collaboration avec S. J. Toth 
et Fr. E. Bear [8], une ample série de dosages du sodium et du 
potassium dans les plantes du terriloire de New-Jersey. Is utili- 
sérent, pour cela, le spectrophotométre a flamme, modéle 18 de 
Perkin-Elmer, appareil avec lequel ils exécutérent d’une maniére 
simple et rapide leurs analyses. Plus de 300 échantillons de plantes 
ou de parties de plantes (surtout des feuilles, mais aussi des 
racines, des tiges, des fruits et des graines), provenant de 
77 espéces de plantes sauvages et de 24 variétés de plantes culti- 
vées, ont été examinés par eux pour les métaux alcalins. Le 
potassium fut rencontré dans tous les cas, de 2,3 g (sommité 
compléte de Spartina patens) 4 88,8 g (sommité d’Epinard, var. 
Savoy) par kilogramme de matiére séche. 

Il en fut différemment pour le sodium : 11 échantillons n’accu- 
sérent pas sa présence. Voici la liste de ces exceptions : 


SOMMITES COMPLETES : PAILLE = 
Poa pratensis. Froment. 
Carotte sauvage. 
A cle pias rubra. FEUILLES : 
Chenopodium album. = 
Plantugo lancelata. Oxycoccos oxyeoccos. 
Achillea millefolium. Gayluasacia resinosa. 
GRAINES : 


Haricot de Lima. 
Pois ordinaire. 


Dans les autres échantillons, la teneur en sodium fut de 0,1 g 
4 20,4 g dans les plantes sauvages et de 0,1 g 4 80 g dans les 
plantes cullivées. 

Bien que les auteurs américains arent mentionné, au début de 
leur mémoire, que l’on n’est pas certain, Jusqu’ici, que le sodium 
posséde une fonction nutritive quelconque dans les plantes, ils 
n’ont émis aucune opinion au sujet des 11 résultats négatifs qu’ils 
ont obtenus. I] n’est done pas possible de savoir ce qu’ils en 
pensent, mais on doit reconnaitre qu’ils ont apporlé la, comme 
aulrefois Péligot, des arguments favorables a la thése suivant 
laquelle le sodium ne serail pas un élément nécessaire de la 
matiére végétale et n’interviendrait pas dans les processus de sa 
formation. 

N’ayant jamais abandonné la question biochimique des métaux 
alcalins et, en particulier, du sodium, tant a cause de son intérét 
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au point de vue de la chimie comparée des espéces vivantes que 
de ses applications a la physiologie, a l’agriculture et a la méde- 
cine, j’ai continué de récolter, entre autres matériaux d'études, 
un grand nombre de plantes. Celles-ci ont été analysées a l’aide 
dune méthode chimico-spectrographique trés soigneusement 
étudiée pour reconnaitre et, éventuellement, doser les métaux 
alcalins [9]. C’est ainsi qu’ont été obtenus les résultats que nous 
avons publiés, Didier Bertrand et moi, sur le rubidium [410] et 
sur le césium [44]. Les deux autres métaux alcalins ont également 
été dosés et je peux actuellement faire état des résultats obtenus 
sur prés de 700 échantillons de plantes phanérogames. Elimina- 
tion faite des analyses n’ayant porté que sur des parties de plantes 
ou sur des plantes halophiles, croissant dans la mer ou au bord 
de celle-ci, il reste les résultats obtenus sur plus de 540 échan- 
tillons représentant prés de 450 espéces de dicotylédones et de 
monocotylédones, échantillons récoltés en bon état, au moment 
de la floraison et comportant la partie aérienne tout entiére (8). 
Ces échantillons provenaient de différentes régions de la France, 
aussi de la Suisse, quelques-uns méme de l’Angleterre et de 
Italie. Le sodium a été reirouvé partout, dans toutes les espéces, 
sans aucune exception. 

Les quantités de métal alcalin ont été, en général, de plusieurs 
décigrammes par kilogramme de poids sec (dans environ 60 p. 100 
des échantillons); assez souvent elles ont atteint plusieurs 
grammes (dans environ 17 p. 100) et parfois elles ont dépassé 
10 g (environ 3,8 p. 100). Exceptionnellement, des plantes, bien 
que récoltées loin de la mer, ont présenté une richesse de plus 
de 20 g : Limnanthemum peltatum, 20,3 g ; Pulicaria dysenterica, 
21,2 9; Lobelia dortmanna, 28,4 g, par exemple (environ 
0,6 p. 100). Inversement, une proportion de 18 p. 100 environ 
des plantes n’a présenté que des quantités de sodium de 
quelques centigrammes. 

Si l’on remarque que la méthode d’investigation utilisée par les 
auteurs américains avait comme limite de sensibilité environ 
G,1 g de sodium pour 1 kg de plante séche, on comprend qu’ils 
naient pu reconnaitre, dans certains cas, la présence du métal 
alcalin. 

La notion de l’existence de plantes exemptes de sodium ne 
peut done étre tirée de leurs expériences, trés intéressantes a 
a’aulres égards ; elle doit étre remplacée par celle d’espéces 
végélales renfermant moins de 0,1 g de sodium par kilogramme 
de matiére séche. 

Les résultats que j’apporte aujourd’hui complétent cette der- 


(3) Sauf dans le cas des plantes ligneuses, en nombre d’ailleurs 
réduit, ot: il n’a été prélevé que des rameaux fleuris. 


ROLE PROBABLE DU SODIUM DANS LES PLANTES 125 


niére notion en déterminant pour de telles espéces les proportions 
de sodium que l’on peut encore y trouver. 

I] ne me parait pas excessif d’ajouler que les résultats ci-dessus 
rapportés font disparaitre, d’une facon aussi définitive que cela 
est possible en biologie, une différence que l’on croyait exister, 
il n’y a pas encore bien longtemps, entre les animaux ect les végé- 
taux : les premiers renfermant toujours d’importantes quantités 
de Na et ne pouvant en étre privés sans périr, les seconds n’en 
contenant que selon la composition du milieu dans lequel ils se 
développent et paraissant pouvoir s’en passer. 

Je suis d’avis, au contraire, qu’il y a lieu de rapprocher plus 
que jamais la fagon dont se comporte le sodium chez les plantes 
du role qu’il joue chez les animaux. II est bien établi que le 
sodium présent en fortes proportions, surtout a l’état de chlo- 
rure, dans le sang et les humeurs de l’organisme animal, inter- 
vient comme le facteur principal de la pression osmotique. A coté 
de ce rdle physique, il joue, en petite quantité, a l’état de carbo- 
nate, un rdle chimique dans la digestion des substances protéiques 
par le pancréas. Un double rdle analogue serait rempli par le 
sodium chez les plantes : en proportions plus ou moins grandes, 
pouvant varier beaucoup suivant les milieux, il contribuerait au 
maintien de la pression osmotique du suc cellulaire et a la turges- 
cence des tissus ; en trés petites quantités, 11 agirait comme réactif 
dans certaines transformations chimiques, encore a préciser (4). 


BIBLIOGRAPHTE 


[4] GranpEau. Ann. Chim. Phys., 1863, 67, 216. 

[2] Duwamen, pve Moncrau. Mém. Acad, Sci., 1736, 215 et 1767, 238 
et 239. 

[3] Péuicor. C. R. Acad. Sci., 1867, 65, 729. 

[4] Srrenc. Zeilschr. analyt. Chem., 1884, 23, 115. 

[5] G. Berrrann. Ann. Sci. agr., 1929, 46, 1-8. 

[6] G. Bertranp et J. Perterzeanu. Bull. Soc. chim. Fr., 1927, 44, 
709 et 1378. 

[7] G. Berrranp et M. Rosensiarr. Bull. Soc. chim. Fr., 1928, 48, 
868 et 1133. — G. Brertranp et V. Guitrescu. C. R. Acad. Sci., 
1934, 199, 1269. 

[8] A. Waxtace, S. J. Torn et F. E. Bear. Soil Science, 1948, 65, n° 3. 

[9] G. Berrranp et D. Berrrann. Mikrochemie vereinigt mit Mikro- 
chimica Acta, 1951, 36-37, 2° partie, 1004-1014. 

[10] G. Berrranp et D. Berrranp, C. R. Acad. Sci., 1944, 249, 325 ; 
1946, 222, 423-572 ; 1948, 226, 2104, etc. 

[44] G. Bertranp et D. Bertrrann. C. R. Acad. Sci., 1949, 229, 453. 


(4) Un résumé du présent Mémoire a paru comme Note dans les 
CG. R. Acad. Sci., 1951, 232, 1381. Les indications bibliographiques [4] 
et [40] de la Note doivent ¢tre remplacées par les indications [3] et [8] 
du Mémoire, - 


COMSIDERATIONS SUR LA VALEUR 
DE LA VACCINATION ATINTUBERCULEUSE PAR LE BCG 


par F. Van DEINSE. 


(Chef du Service du BCG. Institut Pasteur, Paris.) 


Le XIX® Congrés de 1l’Office International des Epizooties 
(O. I. E.), tenu a Paris du 21 au 26 mai 1951, sous la présidence 
du professeur Ramon, a constaté en matiére de tuberculose 
bovine que les mesures sanitaires a elles seules sont capables 
d’en permettre l’éradication. Le Congrés recommande l’abatage 
hatif des animaux qui réagissent positivement a la tuberculine. 
L’0. I. E. a confirmé a nouveau les 10 points de la résolution 
de la session de mai 1948 et notamment celui relatif a la mise 
en garde contre la pratique de la vaccination sur les bases 
actuellement connues comme moyen de prophylaxie de la tuber- 
culose bovine. Toutefois, comme l’a recommandé M. Ramon, 
son directeur, dans son rapport technique du 21 mai 1951, 
YO. 1. E. « doit continuer a s’intéresser aux travaux entrepris 
en vue de découvrir un procédé de prévention spécifique de la 
tuberculose vraiment efficace ». 

L’argumentation de M. Ramon faisant la substance de ce 
rapport technique se trouve dans son mémoire : « La lutte pré- 
ventive contre la tuberculose », paru dans le Rulletin de ?O.1. E., 
mars-avril 1951, 35, n°* 3-4, 113-176. 

La lecture de ce mémoire nous a inspiré le présent article, 
que nous aurions été heureux de voir reproduire dans le Bulletin 
de 10, I. E. M. Ramon, en nous renvoyant notre texte, a bien 
voulu nous expliquer que pour différentes raisons (entre autres 
parce que cet article aurait suscité de sa part une mise au point 
paragraphe par paragraphe, ce qui aurait tourné a la polémique), 
et, d’accord avee ses collégues les plus autorisés de ’O. I. E., 
il ne croyait pas qu’il y edt intérét a publier notre article 
dans Je Bulletin de 0.1. E. C’est pour cette raison que nous 
avons soumis ce texte & la Rédaction des Annales de l'Institut 
Pasteur qui a bien voulu en assurer la publication. Le sujet, 
en effet, n’intéresse pas seulement les vétérinaires, mais égale- 
ment les médecins, et nous croyons utile de fournir a ceux-ci 
les éléments nécessaires pour qu’ils puissent se faire une opinion 
objective sur les arguments tirés du mémoire de G. Ramon. 
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L’exposé de G. Ramon, par son abondante documentation, par 
les citations dont il est truffé, par la vaste érudition dont il 
témoigne, doit forcément impressionner le lecteur. La tendance 
générale qui se dégage de l’article n’en aura que plus d’impor- 
tance pour former le jugement des esprits non prévenus. C’est 
pourquoi il m’a paru indispensable, d’accord avec mes collégues 
de l'Institut Pasteur, de compléter l’exposé de G. Ramon qui 
a eu la malchance, au cours de ses recherches documentaires, 
de récolter surtout des textes ou des fragments de textes, qui, 
dans leur ensemble, peuvent faire naitre une opinion par trop 
unilatérale sur la question. 

Nous nous bornerons, en reprenant certains passages du texte 
de G. Ramon, a apporter un supplément d’information, que nous 
nous excusons de limiter a l’indispensable, en donnant les réfé- 
rences bibliographiques qui les complétent. Pour ceux qu’inté- 
resse la question, nous renvoyons au livre de K. Neville Irvine, 
BCG Vaccination in Theory and Practice [4). 

Au sujet de la vaccination avec des bacilles tués, G. Ramon 
dit : « Ainsi les résultats obtenus chez le lapin et le cobaye avec 
le BCG ne semblent pas supérieurs 4 ceux acquis jadis par 
Calmette et Guérin chez la génisse a l’aide de bacilles tuber- 
culeux tués. » 

Qwil me soit permis d’ajouter la remarque suivante : on sait 
qu’il est impossible de vacciner efficacement le cobaye et le lapin 
contre une infection tuberculeuse virulente. Tout ce qu’on obtient, 
chez ces animaux, c’est un retard de |’évolution de la tuberculose 
de surinfection. Il vaut donc mieux ne pas comparer les résultats 
obtenus chez les bovidés au moyen de bacilles tués 4 ceux qu’on 
obtient chez les cobayes et les lapins avec le BCG. 

En ce qui concerne les essais de vaccination de Maragliano au 
moyen de bacilles tués par chauffage : Les essais de Maragliano 
ont eu si peu de succés que personne ne les poursuit en Italie. 
Petragnani et Salvioli ont essayé d’améliorer ce vaccin a bacilles 
morts en les soumettant a une trituration et a l’influence du 
formol. Au Congrés récent des phtisiologues italiens qui s’est 
tenu 4 Naples, du 4 au 7 avril dernier, et auquel je viens 
d’assister, Salvioli et Daddi ont défendu cette « anatuberculine 
intégrale de Petragnani », mais le BCG a eu, a ce méme Congrés, 
une majorité substantielle de défenseurs (Monaldi, Blasio, Giova- 
nardi, ete.), a la suite de la communication de Monaldi qui a 
montré que l’anatuberculine intégrale n’empéche pas |’apparition 
du complexe primaire, comme le fait le BCG [2]. 

Quant aux bacilles tuberculeux tués enrobés dans la paraffine 
ou dans |’huile de vaseline (Coulaud, Saenz), dont G. Ramon 
fait état pour montrer le réle des substances adjuvantes, le 
mécanisme des phénoménes produits chez les animaux par les 
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hacilles tuberculeux mis en suspension dans la paraffine est loin 
d’atre élucidé. Une chose est certaine, c’est que ces suspensions 
provoquent chez l’anima]l des lésions tellement importantes qu il 
ne peut pas étre question de s’en servir comme vaccin. 

G. Ramon fait ensuite mention de vaccins composés de bacilles 
fuberculeux tués par les rayons ultra-violets. Des expériences 
intéressantes ont été, en effet, publiées par B. J. Olson et coll. [3], 
par R. W. Sarber et coll. [4], par Paterson et coll. [5] et, tout 
récemment, par A. Milzer et coll. [6], d’ot il semble ressortir 
que, chez le cobaye et la souris, des bacilles virulents de type 
humain ou des bacilles de Wells (campagnol) soumis a l’action 
des rayons ultra-violets possédent une valeur antigénique au 
moins égale a celle du BCG. Ce sont la, sans doute, des expé- 
riences dignes d’étre continuées sur d’autres espéces animales, 
et, sourtout, d’étre confirmées dans d’autres pays. 

G. Ramon me fait l’honneur de citer mes travaux sur l’atté- 
nuation des B. K. Des essais d’atténuation par repiquages suc- 
cessifs sur pomme de terre biliée furent, en effet, entrepris par 
moi, en 1937, avec huit souches bovines et deux souches humaines, 
isolées par moi-méme. Pour différentes raisons, ces passages ont 
été abandonnés pour les deux souches humaines et pour cing des 
souches bovines, mais continués jusqu’A aujourd’hui avec trois 
souches bovines. Les observations, faites chez ]’animal inoculé 
au cours de l’atténuation de ces souches, ont été l’objet de 
plusieurs publications |7]. Deux des souches bovines entretenues 
sur bile jusqu’aé aujourd’hui ont montré une atténuation assez 
rapide et aucun retour a la virulence initiale de ces deux souches 
n’a pu étre obtenu. La troisiéme, la souche « Gué », a été beau- 
coup plus difficile 4 atténuer et il a été possible, 4 deux reprises, 
au cent vingt-cinquiéme et au cent trente-quatriéme passage sur 
bile, d’obtenir, par passages successifs sur des cobayes, un retour 
a la virulence initiale de cette souche. Des essais de ce genre font 
Vobjet de nouvelles expériences en cours, avec les deux autres 
souches, jusqu’ici sans résultat. Mais méme si ces nouvelles expé- 
riences restent sans résultat, il est bien évident qu’il s’agit de 
recherches de laboratoire et qu’il ne s’agit nullement d’introduire 
les souches atténuées ainsi obtenues, dans la pratique de la vacci- 
nation. I] n’est pas inutile d’insister ici sur le fait que des essais 
pour provoquer un retour a la virulence du BCG par passages 
successifs sur les animaux ont été entrepris par un grand nombre 
de chereheurs, sans succes, et que, depuis 1930 environ, personne 
ne parle plus de la possibilité dun tel retour. 

Nous voudrions dire quelques mots sur des variations dans 
effet du BCG qui se seraient traduites, d’aprés G. Ramon, par 
des adénopathies plus fréquentes. M™> Kostic-Yoksic, de Bel- 
grade [8], a fait des recherches spécialement dirigées sur les 
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adénopathies post-vaccinales, et elle a constaté que ces compli- 
cations se présentent surtout chez les enfants vivant dans les 
montagnes de Croatie et non pas chez ceux vivant dans la plaine 
yougoslave, et elle conclut que ce sont surtout les enfants qu’on 
appelait autrefois « lymphatiques » qui sont sujets a cette com- 
plication. Nous savons aussi que certains confréres pratiquent 
les scarifications au BCG de fagon trop intempestive, et aug- 
mentent ainsi le risque des adénopathies. Nous avons, au Service 
du BCG, Vimpression que le pourcentage d’ adénopathies qui nous 
sont signalées est sensiblement le méme d’année en année, et 
qu'il n’y a pas lieu de croire a des variations quelconques de la 
virulence du BCG. 

La durée de conservation trés courte rendrait l’emploi du BCG 
aléatoire, dit G. Ramon. Cet argument ne joue pas pour la métro- 
pole ot le service des transports est tellement perfectionné que 
tous les vaccins expédiés par le Service du BCG arrivent a desti- 
nation le lendemain. Pour les pays d’outre-mer, nous disposons, 
depuis trois ans et demi, de vaccin BCG congelé desséché, de 
conservation beaucoup plus longue, et qui a donné en Afrique 
noire, en Malaisie, aux Philippines, etc., des résultats tout a fait 
satisfaisants. [La technique de préparation de ce vaccin sec est 
assez délicate et, jusqu’a ce jour, seul |’Institut Pasteur a réussi 
’ produire du vaccin BCG congelé-desséché ayant une valeur anti- 
eénique tout a fait superposable a celle du vaccin BCG frais. 
Les expérimentateurs américains [9], britanniques [40], norvé- 
giens [44], australiens [42] qui se sont occupés de ce procédé de 
« lyophilisation » ont tous, jusqu’ici, obtenu des résultats trés 
décevants, ce qui explique leur opinion pessimiste au sujet de 
lefficacité du BCG lyophilisé. 

G. Ramon insiste sur le fait qu’on ignore la relation entre la 
réaction positive a la tuberculine et l’augmentation de résistance 
du sujet vacciné. Bien entendu, les recherches de Birkhaug [413], 
entre autres, ont clairement montré que des animaux rendus 
sensibles a la tuberculine par une injection de BCG peuvent étre. 
désensibilisés par des injections répétées de tuberculine, sans que 
la résistance acquise vis-a-vis d’une injection virulente d’épreuve 
en soit diminuée. Arlindo de Assis [44] donne, aux nourrissons 
nés dans des familles tuberculeuses et vivant dans des conditions 
misérables, une dose de 100 mg de BCG par voie buccale 4 la 
naissance, et répéte cette dose tous les mois jusqu’a lage de 
6 mois : 600 mg au total. L’apport répété de BCG a un effet 
désensibilisant : les enfants ne réagissent pas 4 la tuberculine, 
mais ils résistent remarquablement aux contagions virulentes de 
leur entourage. Calmette [45] luiméme a d’ailleurs soutenu que 
allergie tuberculinique et résistance antituberculeuse étaient deux 
phénomenes distincts, comme le rappelle trés justement G. Ramon. 
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Seulement, si, en principe, il doit donc étre possible qu'une 
allergie existe sans immunité, nous possédons suffisamment 
d’évidence pour pouvoir admettre que, dans la pratique, cette 
méme allergie est témoin, dans la grande majorité des cas, d’une 
résistance accrue vis-a-vis du bacille tuberculeux virulent. Je ne 
citerai comme exemple que les constatations bien connues de 
Heimbeck, a Oslo [46], qui vit, chez 625 infirmiéres positives a 
la tuberculine au moment de leur entrée a |’école d’infirmiéres, 
0,9 p. 100 d’infections tuberculeuses et aucun décés par tubercu- 
lose, et parmi 280 négatives, 22,4 p. 100 d’infection et 3,6 p. 100 
de mortalité tuberculeuse, observation bientot confirmée par 
Tornell (de Stockholm) [47] : 0,2 p. 100 d’infections tuberculeuses 
parmi 451 infirmiéres positives 4 leur entrée, et 17 p. 100 chez 
108 négatives. Ces chiffres furent encore confirmés par Rist [48], 
par Brun et Plauchu [49] en France, par Israél, Hetherington et 
Ord [20], par Brahdy [24] et par Zacks et Sartwell [22] aux Etats- 
Unis. Tout en reconnaissant notre ignorance sur le mécanisme 
intime de ce phénoméne, nous ne pouvons qu’admettre le bien- 
fondé de cette notion sur laquelle est basée toute la vaccination 
par le BCG: le bacille tuberculeux de primo-infection est cause, 
en méme temps, de l’apparition de la sensibilité tuberculinique 
cutanée, et d’une résistance accrue vis-a-vis des surinfections 
virulentes. I] est vrai également que le degré de cette résistance 
antituberculeuse est fonction du « terrain », et donc imprévisible 
d’un sujet a l’autre. Il n’y a aucun doute que certains sujets, 
tout en réagissant a la tuberculine, n’arrivent pas A élaborer une 
résistance suffisante contre les surinfections virulentes. Nous ne 
possédons pour le moment aucun moyen pour mesurer d’emblée 
le degré de cette résistance, et nous ne pouvons que la mesurer 
aprés coup, par la diminution de la morbidité et de la mortalité 
tuberculeuse chez des groupes de vaccinés, en comparaison avec 
des groupes de non vaccinés vivant dans les mémes conditions 
et appartenant aux mémes groupes d’age. Tous les auteurs qui 
ont publié des statistiques valables A ce sujet arrivent A cetle 
méme constatation : la mortalité tuberculeuse chez les vaccinés 
est réduite au moins au 1/5 de ce qu’elle est chez les non vac- 
cinés. Si done la réaction positive a la tuberculine n’est pas une 
garantie absolue de l’état réfractaire a la tuberculose, elle nous 
permet néanmoins de prédire qu’un sujet négatif a la tuberculine 
et devenu sensible & la suite de la vaccination a au moins cing 
fois moins de chances de mourir de tuberculose qu’un sujet 
également négatif non vacciné. Tous les spécialistes de la question 
sont d’accord pour dire que c’est surtout la primo-infection 
maladie que la vaccination au BCG permet d’éviter. I] est inté- 
ressant, sous ce rapport, de citer la voix autorisée de Knud 
Winge [23], du Dispensaire antituberculeux central de Copen- 
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hague, nous apprenant que dans cette ville, depuis 1936, aucun 
cas de méningite tuberculeuse ou de granulie n’a été vu par 
ce dispensaire parmi les enfants de familles tuberculeuses vac- 
cinées au BCG et vivant en contact. 

En trattant du nombre de germes vivants, donc actifs, présents 
dans « le vaccin BCG », G. Ramon rappelle que, d’aprés Dubos, 
les vaccins BCG, couramment distribués aux Etats-Unis, ne con- 
ttendraient plus que moins de 1 p. 100 seulement de germes 
vivants au moment de Vinoculation. Cette constatation extra- 
ordinaire est en contradiction flagrante avec les recherches pério- 
diquement effectuées A l'Institut Pasteur et par d’autres auteurs 
(Birkhaug, entre autres [24]). Il n’est peut-étre pas inutile 
d’insister sur le fait que la présence de Tween 80 dans le milieu 
de Dubos empéche le développement des germes BCG et que, 
pour cette raison, les résultats de Dubos, cités par G. Ramon, 
doivent étre considérés comme entachés d’erreur. 

G. Ramon cite les travaux récents de Grasset et Bonifas (Bull. 
Acad. Suisse Sciences Méd., 1951, 7, n° 1, 71-86) qui ont constaté 
des altérations morphologiques et structurales, visibles au micro- 
scope électronique, causées par le broyage aux billes métalliques. 
Dans le méme article que cite G. Ramon, ces auteurs publient 
une photographie prise au microscope électronique d’une souche 
lyophilisée de BCG recue de Il’Institut Pasteur, ot tous les 
éléments bacillaires sont intacts. Or, les germes composant cette 
souche lyophilisée de BCG ont été traités, par le méme procédé 
mécanique, avant la congélation-dessiccation. Cela semble montrer 
que Je broyage aux billes métalliques n’est pas, a lui seul, 
la cause de lapparition, dans les suspensions waccinales, de 
formes bacillaires dégradées (lysées). Aronson [25] avait d’ailleurs 
déja insisté sur l’influence nocive d’un broyage trop prolongé, 
mais des expériences de contrdéle non publidées, effectuées par 
nous-mémes, nous ont montré qu’il n’en est rien. 

Me faisant encore une fois ’honneur de citer certains de mes 
travaux, G. Ramon dit que F. van Deinse et ses collaborateurs 
trouvent des différences de dimensions dans diverses préparations 
de BCG danoises et francaises. C’est exact, mais il faut ajouter 
que les Danois ont utilisé un procédé d’entretien de la souche 
BCG différent de celui employé dans tous les autres laboratoires 
du monde, en pratiquant uniquement des passages successifs de 
la souche sur milieu de Sauton, milieu qui ne convient pas a 
lentretien du BCG. Cette technique aberrante d’entretien de la 
souche BCG a donné lieu a des variations de vitalité, interprétées 
abusivement par les auteurs danois (Jensen, Holm [26]) comme 
des variations de virulence. Nous avons récemment eu l’occasion 
de controler, sous ce rapport, des vaccins et des cultures BCG 
qui nous sont parvenus de Norvege, de Suéde, du Venezuela, 
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de Colombie, du Pérou, qui tous ont exactement la meme mor- 
phologie que les germes composant le BOG frangais. Dans tous 
ces pays, la souche BCG est entretenue comme & 1’Institul 
Pasteur, c’est-a-dire sur pomme de terre. I] s’ensuit qu'il suffit 
de ne pas énfreindre les régles d’entretien énoncées une fois pour 
toutes par Calmette et Guérin [27] pour éviter, 4 coup sar, ces 
modifications morphologiques des germes BCG. 

Dans une note, G. Ramon cite en passant quelques auteurs 
étrangers qui « ont donné, ces temps derniers, des résultats 
partiels portant sur quelques centaines ou quelques milliers de 
sujets vaccinés par le BCG ». 

Je crois indispensable de compléter cette note, car les études 
auxquelles G. Ramon fait allusion sont justement parmi les plus 
importantes qui aient été faites sur la valeur de la vaccination 
BCG. 

Il faut pour de telles études s’adresser 4 un nombre sensible- 
ment égal de vaccinés et de témoins non vaccinés, vivant dans 
des conditions identiques et tous soumis 4 des examens cliniques 
rigoureux et répétés. Il va de soi que de telles études ne peuvent 
étre entreprises que sur des nombres relativement restreints de 
sujets. Quand des expériences de ce genre sont faites avec toutes 
Jes garanties de rigeur scientifique et de compétence, et par des 
auteurs travaillant dans différents pays et parmi des populations 
de races différentes, on a le droit, si leurs conclusions sont 
favorables, d’en tenir compte et d’en déduire lutilité de la vacci- 
nation par le BCG sur une vaste échelle. Qu’il me soit done 
permis de citer, trés briévement, quelques-unes de ces études en 
renvoyant le lecteur, pour plus de détails, au livre de K. Neville 
Irvine [4], déja cité plus haut. 

Une étude qui a la valeur d’une expérience de laboratoire est 
celle publiée par Hyge [28]. Il s’agit d’une épidémie de primo- 
infection tuberculeuse, survenue dans une école danoise en 1943, 
due 4 un professeur tuberculeux. I] y avait, a cette école, 
368 jeunes filles éléves, Agées de 12 & 19 ans, dont 133 avaient 
été vaccinées au BCG ; 105 éléves a réaction tuberculinique néga- 
tive n’avaient pas encore été vaccinées. Parmi ces 105 éléves 
négatives non vaccinées, 94 ont été exposées A la contagion par 
le professeur ct 70 d’entre elles ont fait leur virage a la tuber- 
culine, 41 ont eu des lésions pulmonaires décelées soit par radio- 
graphie, soit par la mise en évidence de B. K. dans le produit 
de lavage gastrique. Les primo-infections étaient accompagnées 
huit fois d’érythéme noueux, dix fois de pleurésie, une fois de 
péricardite, une fois de péritonite, et, dans 11 cas, la primo- 
infection donna lieu au développement d’une tuberculose pul- 
monaire évolutive, dont 7 avec cavernes, et 1 décés aprés géné- 
ralisation. Parmi les 183 éléves vaccinées, 106 ont été exposées 
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a la méme source de contagion. Il y eut parmi elles, par la 
suite, 2 cas de tuberculose pulmonaire avec cavernes et aucun 
cas de tuberculose primaire. Ces chiffres montrent avec évi- 
dence que la vaccination au BCG offre une protection solide 
contre la primo-infection tuberculeuse et est A méme de prévenir, 
dans la majorité des cas, le développement d’une_ tuberculose 
évolutive. 

Voici maintenant les résultats d’ensemble des vaccinations au 
BCG, pratiquées par Heimbeck [29], chez les éléves infirmiéres, 
de 1927 a 1948, tel que cet auteur les a publiés. I] y a eu, au 
total, 501 vaccinées au BCG, totalisant 4 958 années-observation, 
parmi lesquelles on compte 49 infections tuberculeuses (9,9 par 
1 000 années-observation) et 5 décés par tuberculose (1 par 
1000 années-observation). Il y a eu 284 éléves infirmiéres A 
Pirquet négative non vaccinées, totalisant 2563 années-obser- 
vation. Parmi elles, il y eut 106 cas d’infections tuberculeuses 
(41,4 par 1000 années-observation) et 12 décés par tuberculose 
(4,7 par 1000 années-observation). L’immunité obtenue par le 
BCG réduit done au quart la morbidité et la mortalité tubercu- 
leuses chez des infirmiéres particuliérement exposées a la conta- 
gion. Ces chiffres se rapportent, pour chaque infirmiére, aux trois 
ans de stage et a sa carriére ultérieure. En prenant séparément 
ies observations faites durant les trois ans de stage, l'étude de 
Heimbeck montre que, durant cette période des contaminations 
massives, le BCG a réduit la morbidité et la mortalité tubercu- 
leuses chez ces infirmiéres au 1/6. 

Anderson et Belfrage [80] avaient vacciné au BCG, a la fin de 
1945, 41 238 écoliers et jeunes adultes, 4 Gothenburg, en Suéde. 
I] n’y avait eu, & ce moment-la, aucun décés par tuberculose 
parmi tous ces vaccinés, alors que parmi la population de Gothen- 
burg la mortalité tuberculeuse était de 68 par 100 000. 

Wallgren [84], 4 Gothenburg, a vacciné au BCG, de 1927 a 
1937, 1069 enfants de parents tuberculeux. En 1939, Anderson 
et Belfrage [80] firent une enquéte et constatérent que, parmi tous 
ces vaccinés de Wallgren, 15 étaient morts de maladies non tuber- 
culeuses, 2 enfants seulement avaient été atteints de tuberculose 
bénigne complétement guérie. 97,1 p. 100 de ces enfants eurent 
une réaction positive 4 la tuberculine. Parmi les enfants, peu 
nombreux, dont les parents avaient refusé la vaccination, 5 étaient 
morts a l’hdpital de tuberculose. 

Aux Etats-Unis, une étude extrémement poussée et entourée de 
toutes les garanties souhaitables a été faite, par Aronson el 
Palmer [82], parmi les Indiens vivant dans des « Réserves ». Ces 
deux auteurs ont entrepris cette étude en 1936, ayant plutdt, au 
sujet du BCG, un préjugé défavorable, et ils entendaient au fond 
tirer de leur expérience des arguments décisifs contre l’efficacité 
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du BCG. Ils ont done vacciné au BCG 1551 jeunes Indiens, agés 
de 1 a 19 ans, tous négatifs a la tuberculine, et 1 457 témoins de 
méme age appartenant aux mémes tribus recurent une injection 
intradermique d’eau physiologique. Des équipes mobiles ont 
traversé réguliérement les différentes « Réserves » et tous les 
sujets, vaccinés ou témoins, ont ¢té et sont encore aujourd’hui 
soumis a des examens radiologiques et a des épreuves tuber- 
culiniques deux fois par an. 

Voici, trés briévement, les résultats publiés par Aronson [82] 
au Congrés internationa] du BCG, en 1948. Parmi les 1 551 Indiens 
vaccinés, il n’y a eu que 6 décés par tuberculose (0,4 par 1 000 
années-observation). Parmi les 1 457 témoins non vaccinés, il y 
a eu 53 décés par tuberculose (3,5 par 1 000 années-observation). 
Dans cette étude, le rapport entre vaccinés et non vaccinés en 
ce qui concerne la mortalité par tuberculose s’établit donc 
de 1: 8,5. 

Au Canada, Ferguson [33] commenga, en 1938, la vaccination 
par le BCG des infirmiéres des hdpitaux et du personnel des 
sanatoriums du Saskatchewan, sans que les vaccinés fussent 
séparés du milieu de travail. Avant cette vaccination, il y eut, 
parmi le personnel de ces hdpitaux, 35 p. 100 d’infections tuber- 
culeuses chez les infirmiéres négatives a leur entrée et 60 p. 100 
chez les membres du personnel des sanatoriums au cours de la 
premiére année de contact. Les résultats pubhés par Fergu- 
son [33] montrent que la vacemation par le BCG a réduit au 
quart la fréquence des lésions tuberculeuses parmi les éléves 
infirmiéres anergiques des hépitaux, au 1/5 celle des infections 
tuberculeuses manifestes parmi les infirmiéres anergiques des 
sanatoriums. Ferguson [83] a constaté, en outre, que les lésions 
tuberculeuses survenues chez les vaecinées sont moins étendues 
que chez les non vaccinées. 

Dans un trés important mémoire de G. Dahlstrém et H. Difs, 
paru dans Acla Tuberculosea Scandinavica (supplément 27, 1951), 
ces auteurs ont montré que, parmi 36 235 recrues de l’armée 
suédoise vaccinées au BCG Aa l’entrée au service, le taux des cas 
de tuberculose pulmonaire excavée post-primaire se rapporte a 
celui des cas de cette maladie parmi 25 239 recrues non vaccinées, 
comme 1: 4,8. 

Je ne veux pas insister davantage et je renvoie le lecteur que 
la question intéresse au livre de K. Neville Irvine [4] pour la liste 
compléte de tous les détails de ce genre, montrant avec évidence 
la valeur préventive du vaccin BCG. 

Que l’on est done loin des résultats acquis a Vaide de certaines 
autres méthodes d’immunisation, par exemple, le vaccin contre la 
diphiérie, maladie épidémique, remarque G. Ramon. En effet, 
jamais on ne pourra s’attendre a obtenir par le BCG la dimi- 
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nution spectaculaire de la mortalité tuberculeuse, obtenue pour 
la mortalité diphtérique par |’anatoxine. Mais la tuberculose n’est 
pas comparable non plus 4a la diphtérie, ni le bacille tuberculeux 
au bacille diphtérique. Ce dernier produit une toxine aisément 
transformable en anatoxine, et |’immunisation est uniquement 
dirigée contre cette toxine, alors que le bacille tuberculeux ne 
produit pas de toxine dans le sens que nous sommes habitués 
a donner a ce terme. Car la tuberculine produite par le bacille 
tuberculeux n’est pas une toxine et ne produit des effets nocifs 
que dans l’organisme ddment sensibilisé vis-a-vis d’elle. La toxine 
diphtérique produit des anticorps qu’on peut mettre en évidence 
dans le sang circulant, la tuberculine ne posséde pas cette pro- 
priété. Un sérum contenant des anticorps diphtériques neutralise 
les toxines diphtériques produites chez le malade et est doué, 
par ce fait, de propriétés curatives. Les anticorps tuberculeux 
qu’on peut mettre en évidence dans le sérum des tuberculeux par 
la réaction de déviation du complément ne jouent aucun réle dans 
le mécanisme de l’immunité et n’exercent aucune influence cura- 
tive dans la tuberculose. On ne peut done pas comparer entre 
eux le procédé d’immunisation par l’anatoxine et celui de la 
prémunition antituberculeuse par le BCG, cette dernicre soule- 
vant des problémes autrement difficiles a résoudre que l’immu- 
nisation contre la diphtérie et le télanos. 

Citant des recommandations de l’American Trudeau Society 
concernant le BCG, G. Ramon nous affirme que la Société amé- 
ricaine Trudeau a déclaré que la vaccinalion par le BCG ne 
devrait étre appliquée qu’d certains indwwidus erposés presque a 
coup str a l’infection tuberculeuse. Aux Etats-Unis, on est arrivé, 
par les méthodes classiques (dépistage, isolement, etc.), 4 réduire 
dans certaines villes et dans certains Etats la mortalité tubercu- 
leuse 4 des chiffres extreémement bas. Un certain nombre d’auto- 
rités médicales de ce pays esltiment done que la vaccination 
au BCG y est superflue. Cependant, le fait que la Société 
Trudeau [34] recommande la vaccination au BCG pour les indi- 
vidus particuliérement exposés a la contamination prouve qu’elle 
reconnait lVutilité de cette méthode. I] ne faut pas passer sous 
silence la voix autorisée de Birkhaug [85] qui insiste sur le fait 
que le nombre d’individus encore négatifs a la tuberculine aug- 
mente de jour en jour et qu’augmente en méme temps le nombre 
de ceux qui sont encore sans défense contre les primo-infections 
virulentes et que, par conséquent, la vaccination BCG sur une 
grande échelle s’impose. I] est exact que la Société Trudeau [34] 
recommande la continuation des études sur le probléme de |’im- 
munisation artificielle contre la tuberculose. Mais il faut y ajouter 
que, d’apres cette méme société, ces études doivent porter sur : 

a) Une amélioration du vaccin BCG ; 
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b) Une amélioration des critéres de vaccination et de revacci- 
nation par le BCG; ; 

c) Un choix plus exact des groupes de la population générale 
ayant besoin de cette vaccination ; 

d) L’encouragement de programmes d’études de ce genre ; 

e) Ie maniement adéquat de statistiques concernant les résul- 
tats obtenus chez un nombre important d’individus vaccinés au 
BCG. 

La Société Trudeau [34] constate enfin que les études publiées 
dans la littérature permettent de s’attendre, a la suite de la vacci- 
nation par le BCG, a une réduction appréciable de la fréquence 
des cas de tuberculose clinique parmi certains groupes de per- 
sonnes particuliérement exposées A la contagion. Elle recommande 
done cette vaccination aux médecins, aux étudiants en médecine, 
aux infirmiéres soignant des tuberculeux, au personnel des hépi- 
taux et de laboratoire s’occupant de bacilles tuberculeux, aux 
sujets vivant en contact avec des tuberculeux au foyer, aux 
internés et aux employés des asiles d’aliénés et, enfin, aux enfants 
et A certains adultes considérés comme moins résistants et vivant 
dans des communautés ow le taux de la mortalité par tuberculose 
est trés élevé. La Société Trudeau [84] recommande de continuer 
les efforts pour perfectionner la préparation du vaccin BCG, de 
le standardiser si possible, et de donner éventuellement licence 
a des firmes commerciales de produire le vaccin BCG conformé- 
ment aux réglements de. la Santé publique en vigueur. 

Méme les auteurs les plus convaincus de |’utilité du BCG sont 
d’accord pour reconnaitre que le BCG n’est pas une panacée et 
réussit seulement a réduire la mortalité par tuberculose au 1/5. 
En énongant une fois de plus cette donnée expérimentale, la 
Société Trudeau [84] ne fait qu’entériner une vérité connue de 
tous. C’est pourquoi elle recommande, exactement comme le font 
tous ceux qui utilisent le BCG, de maintenir A cété de la vacci- 
nation au BCG toutes les mesures habituelles de prophylaxie anti- 
tuberculeuse. 

G. Ramon nous apprend que le Conseil américain de Chimie 
e’ de Pharmacie met en relief la sécurité et la grande efficacité 
des agents bien connus d’immunisation dirigés contre diverses 
autres maladies infectieuses et les oppose a lefficacité toute 
relative, incertaine, du BCG. G. Ramon suppose que le Conseil 
fait allusion aux anatoxines. Nous l’avons déja dit, aucune compa- 
raison n’est possible entre la tuberculose, d’une part, et des 
maladies infectieuses comme la diphtérie ou le tétanos, d’autre 
part. Notamment, la neutralisation des toxines par des sérums 
ou la production artificielle d’anticorps par des anatoxines 
n’entre pas en jeu dans la tuberculose. 

Dans l’éditorial de R, J. Anderson [86] que cite G. Ramon, le 
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chef de la division de la Tuberculose du Service de Santé publique 
des Etats-Unis annonce que, le 12 juillet 1950, son service a 
autorisé la Fondation de Recherches de |’Université de 1’Ilinois 
& « produire, exporter, importer et vendre le vaccin BCG ». 
Anderson [36] est d’avis, comme la Société Trudeau et le Collége 
américain des Chest Physicians, qu’il faut se livrer tout d’abord 
a de nouvelles expériences sur l’efficacité du BCG et recommande 
son emploi chez des groupes de personnes particuliérement expo- 
sées 4 la contagion. Bien entendu, Anderson [86] est d’avis qu’il 
sera utile de continuer des recherches visant a obtenir un vaccin 
encore plus efficace que le BCG; sur ce point tout le monde 
est d’accord. Anderson [36], dont l’opinion a ce sujet est par- 
tagée par J. A. Myers [87] et S. A. Slater [88], considére comme 
un désavantage que la vaccination BCG sur une grande échelle 
va créer artificiellement une allergie 4 la tuberculine chez un 
grand nombre de personnes et privera ainsi la lutte antitubercu- 
leuse d’un puissant moyen de dépistage. Il recommande que les 
services de santé des différents Etats élaborent, chacun dans sa 
juridiction, des campagnes de vaccination au BCG dament con- 
trolées, pour qu’aux Etats-Unis on puisse acquérir des infor- 
mations exactes sur l’efficacité du vaccin. Un début de_ travail 
dans ce sens a déja été fait dans le Wisconsin et l’Etat de New- 
York. Anderson et Palmer [39] nous apprennent d’abord que du 
vaccin BCG sec « lyophilisé », préparé aux Etats-Unis, a pro- 
voqué un taux d’allergie de beaucoup inférieur a celui obtenu 
avec des vaccins BCG frais. Il n’y a Ja rien d’étonnant car nous 
savons que les méthodes de congélation-dessiccation, employées 
aux Etats-Unis a titre expérimental, ont abouti 4 une mortalité 
considérable de germes contenus dans ces vaccins. I] n’est pas 
inutile d’insister, encore une fois, sur le fait que seuls jusqu’ict 
la méthode et lappareillage utilisés a UInstitut Pasteur de Paris 
ont permis d’obtenir un vaccin BCG sec, dans lequel les germes 
n’ont subi aucune mortalité durant les opérations et qui a déja 
donné, dans différentes parties du monde [40] et en France, des 
taux d’allergie absolument comparables a ceux qu’on obtient avec 
le BCG frais. Anderson et Palmer [38] annoncent ensuite, qu’a 
titre expérimental, on a commencé, en 1947, une grande campagne 
de vaccination au BCG parmi 11000 écoliers de la ville de 
Colombus, dans |’Etat de Georgia, qu’au printemps de 1950 le 
programme fut étendu a toute la population adulte de cette ville, 
el qu’ainsi cette étude comprend 75 000 personnes vaccinées. 
Toujours d’aprés les mémes auteurs, un second programme fut 
mis sur pied en 1949, comprenant la vaccination de plus de 
30 000 enfants indiens. Et, enfin, un troisiéme programme, le plus 
important de tous, fut commencé en automne 1949, a Porto-Rico, 
ou tous les écoliers non allergiques furent vaccinés au BCG ; 
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au cours de l’été 1950, les enfants d’age pré-scolaire ont égale- 
ment été vaccinés & Porto-Rico. On comprendra que les autorités 
américaines, avant de se lancer dans une campagne de vaccination 
antituberculeuse de grande envergure, aient senti le besoin d’entre- 
prendre ces vastes expériences, entourées de tout le contréle 
nécessaire, pour tacher de se faire une idée exacte de Vutilité 
~ du procédé. Nous connaissons, en effet, la tendance des Améri- 
cains a reprendre et a « repenser » tous les problémes scienti- 
fiques considérés comme résolus dans le Vieux Monde. 


J’aborde maintenant le sujet de la prémunition du bétail avec 
une certaine hésitation, ne connaissant pas, comme G. Ramon, 
toutes les contingences pratiques de cette vaccination chez les 
bovidés. Je voudrais, cependant, dire quelques mots sur l’atté- 
nuation du BCG depuis la premiére expérience de Calmette et 
Guérin [44]. 

Il est hors de doute que la souche Nocard, qui allait devenir 
par la suite le BCG, quand elle n’avait subi que 33 ou 34 repi- 
quages sur pomme de terre biliée, n’avait pas encore atteint le 
degré d’atténuation qu’elle possédait aprés 230 passages, au 
moment ot on a commencé a sen servir pour la vaccination des 
humains. Cela a été un des phénoménes les plus curieux, observé 
au cours de son atténuation progressive, que la souche Nocard, 
souche bovine trés virulente, fat déja devenue incapable de tuber- 
culiser les bovidés aprés un nombre si restreint de passages sur 
bile. Il est trés probable que des essais de passages de cobaye 
a cobaye effectués & ce moment-la auraient encore abouti a un 
retour a la virulence initiale, comme ce fut le cas pour notre 
souche « Gué », aprés le cent trente-quatri¢me passage. En tout 
cas, le degré de virulence de la souche Nocard était certainement 
de beaucoup supérieur, & ce moment-la, a celui que posséde 
aujourd’hui le BCG, et son pouvoir immunisateur devait étre, lui 
aussi, bien plus prononcé que celui du BCG actuel. De la a 
conclure que le BCG actuel est devenu trop atténué pour posséder 
encore une efficacité immunisatrice suffisante, nous estimons 
qu'une telle conclusion est contraire aux faits diment constatés. 

La courbe exprimant l’atténuation du BCG a plus ou moins 
la forme d’une asymptote, c’est-a-dire qu’aprés une chute rapide 
Vatténuation, tout en continuant, tend a se ralentir et que lon 
arrive finalement a un état d’atténuation stable : le BCG et les 
souches bovines biliées, que nous avons pu étudier nous-mémes, 
qui, tout en possédant toujours un reste de virulence, leur per- 
mettant de créer dans lorganisme inoculé des lésions histologi- 
quement tuberculeuses, dans lesquelles les bacilles-vaccins se 
multiphent, ne sont plus capables de provoquer des lésions tuber- 
culeuses évolutives, c’est-a-dire de conférer a l’organisme inoculé 
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la tuberculose-maladie. Cette stabilisation du degré d’atténuation, 
atteint aprés un grand nombre de passages sur bile, nombre appa- 
remment différent d’une souche Aa l’autre, n’a pas lieu seulement 
quand les souches en question, aprés un nombre donné de pas- 
sages sur bile, sont remises sur des milieux de culture normaux, 
mais s’observe aussi quand on maintient indéfiniment la souche 
sur bile. Nous avons de ce phénoméne deux exemples bien 
connus : la souche BCG utilisée en Suéde, ot elle est maintenue 
encore aujourd’hui, sans discontinuer, sur pomme de _ terre 
biliée [42], et la souche BCG entretenue a Montevideo, oti on la 
réensemence également sur pomme de terre biliée sans inter- 
ruption [43]. Ces deux souches ont été envoyées a 1|’Institut 
Pasteur et ont été éprouvées sur le cobaye comparativement 
avec le BCG frangais et on a pu ainsi constater qu’elles ne 
se distinguent en rien de ce dernier, pourtant entretenu 
depuis de longues années sur pomme de terre glycérinée non 
biliée. 

Nous devons, enfin, nous référer aux rapports qui ont été lus 
au I* Congrés international du BCG, a Paris, en 1948. 
Comme ces rapports émettent une toute autre opinion sur I’effi- 
cacité du BCG chez les bovidés, il nous parait indispensable d’en 
reproduire les résumés 


I. — Professeur A. Ascoli (Italie) [44]: Réle des bovins dans la 
prophylaxie spécifique de la tuberculose par le BCG. 


« L’auteur rappelle ses expériences, commencées en 1930, 
quand 5 veaux vaccinés a la naissance par la voie sous-cutanée 
avec du BCG vivant, et revaccinés tous les six mois, 5 autres 
veaux injectés par la méme voie avec du BCG tué, 4 veaux 
inoculés avec des bacilles tuberculeux bovins virulents tués et 
3 autres veaux non vaccinés témoins furent nourris pendant 
cinquante jours par des vaches normales, et ensuite par des 
vaches tuberculeuses. Aprés dix mois de cohabitation avec ces 
animaux tuberculeux, les vaches tuberculeuses furent transférées 
a d'autres étables, et cinquante jours aprés leur départ, les veaux 
furent tués. Parmi les 5 veaux vaccinés avec du BCG vivant, 
4 furent trouvés indemnes de tuberculose, le cinquiéme avait des 
nodules suspects sur une glande mésentérique. Tous les autres 
veaux de cette expérience étaient tuberculeux. Dans la deuxiéme 
expérience, 4 veaux vaccinés au BCG vivant et revaccinés trois 
a quatre mois plus tard, 4 veaux vaccinés avec des bacilles tuber- 
culeux humains vivants, 8 veaux vaccinés avec des_ bacilles 
humains tués et 4 témoins non vaccinés furent nourris dans une 
grande étable par des vaches vaccinées et revaccinées au BCG, 
pendant six mois; les vaches normales furent alors remplacées 
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par 5 vaches tuberculeuses et 5 nouveaux veaux furent ajoutés 
a leffectif, ces derniers ayant été préalablement inoculés par vole 
intraveineuse avec des bacilles bovins virulents. Aprés six mois 
de cohabitation contagieuse, les veaux vaccinés et témoins furent 
sacrifiés. Les 4 veaux vaccinés avec du BCG vivant étaient 
indemnes de toute lésion tuberculeuse ; 1 des témoins était éga- 
lement indemne, mais les 3 autres étaient porteurs de lésions 
tuberculeuses ; 3 des veaux vaccinés avec des bacilles humains 
vivants étaient normaux, le quatriéme avait deux nodules tuber- 
culeux et 2 des veaux vaccinés avec des bacilles humains tués 
élaient normaux, tous les autres étaient tuberculeux. L’efficacité 
du BCG est démontrée de la facon la plus évidente chez les bovins 
par l’épreuve de la cohabitation. » 


Il. — J. Dessouter (France) [45]: La vaccination des bovidés 
par le BCG. 


« En France, a peu prés 40 p. 100 des bovins sont tuberculeux. 
Cela représente une perte financiére extraordinaire. 

« Il y a vingt-cing ans, le pére de l’auteur décida d’éliminer 
tous les bovins, réagissant 4 la tuberculine, de son élevage, c’est- 
a-dire 30 p. 100 de l’effectif, et de les remplacer par des animaux 
négatifs a la tuberculine. Un an plus tard, il y eut de nouveau 
30 p. 100 d’animaux positifs dans son élevage. Aprés deux essais 
infructueux de ce genre, il mit son troupeau a la disposition de 
V’Institut Pasteur (1926) a deux conditions : 

« 1° Que tous les veaux vaccinés au BCG, au cours des dix 
premiers jours de leur vie, resteraient en contact avec le trou- 
peau (ceci pour mettre la vaccination au BCG a une sérieuse 
épreuve) ; 

« 2° Qu il serait hbre d’éliminer les vaches non productives 
pour des raisons d’économie. Cette expérience a maintenant été 
poursuivie depuis vingt-deux ans avec d’excellents résultats : 
2 500 animaux ont été vaccinés depuis 1926 et, parmi eux, 4 seu- 
lement ont été déclarés totalement impropres a la consommation 
a Vabatage ; ¢’était au début de l’expérience, quand il se trouvait 
encore dans le troupeau de nombreux animaux allergiques, et, 
pendant toute cette période de vingt-deux ans, 4 animaux vaccinés 
furent déclarés partiellement impropres a la consommation. 
Naturellement, on se trouve devant Vinconvénient de l’existence 
de reachons positives a la tuberculine, artificielles, dues au 
BCG, mais une fois le procédé connu et universellement adopté, 
i' doit étre facille d’adapter les réglements. légaux a cette 
nouvelle condition, pour que des réactions positives causées 


par le BCG ne soient pas un obstacle a la vente des bovins 
vaccinés. » 
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Iil. — F. Gerlach (Autriche) [46] : Critique de V’innocuité et de 
Putilité de la vaccination du bétail par le BCG basée sur 
une expérience de quatorze années. 


« L’auteur a montré, par des milliers d’inoculations a des 
animaux de laboratoire, que les prétentions de Petroff et d’autres 
concernant un retour possible 4 la virulence du BCG sont sans 
fondement. Son expérience de vaccination des bovins par le BCG 
l’a convaincu de l’efficacité de cette méthode. I] rappelle sa 
recommandation d’établir une marque reconnue de facon inter- 
nationale, indiquant les cas d’allergie dus au BCG parmi les bovins 
vaccinés. 

« Aprés les premiers résultats satisfaisants obtenus, a 1!’ Institut 
de Médling, chez des singes, des lapins et des cobayes, ainsi que 
chez des veaux et des bovins, plus de 10 000 veaux et bovins ont 
subi la vaccination au BCG en Autriche. Les conditions d’élevage 
dans ce pays étant incompatibles avec Visolement des veaux 
vaccinés, les bons résultats obtenus n’en sont que plus remar- 
quables, en particulier dans un pays ow souvent plus de 50 p. 100 
des bovins sont atteints de tuberculose. De nombreux rapports 
provenant de vétérinaires locaux insistent sur la possibilité d’élever 
des veaux bien portants dans des troupeaux infestés de tuber- 
culose grace au BCG. L’auteur cite plusieurs de ces rapports. 
En voici un exemple : dans une ferme d’élevage, en Autriche, i] 
existait, en 1926 et 1927, 8,5 p. 100 de mortalité par tuberculose 
dans un troupeau comprenant 140 vaches et 90 génisses. Aujour- 
dhui, dans cette méme ferme, la mortalité par tuberculose n’est 
plus que de 0,5 p. 100 dans un troupeau comprenant 120 vaches et 
150 génisses. Ce résultat est di exclusivement a la vaccination 
au BCG et aux revaccinations. Tous les rapports insistent sur 
Vinnocuité absolue de la méthode. Les autorités publiques sont 
également favorables au BCG et, dans un rapport émanant d’une 
autorité vétérinaire, il est constaté que la vaccination au BCG 
permettra d’éliminer complétement la tuberculose bovine de son 
département, ot la tuberculose bovine était autrefois tellement 
répandue qu’on avait proposé l’abatage de tous les bovins avec 
indemnités allouées par |’Etat aux propriétaires. Le résultat de 
tant d’opinions favorables dans la pratique vétérinaire fut un 
décret du Ministére fédéral d’Agriculture et d’Economie fores- 
tiére datant du 30 avril 1935, recommandant l’emploi généralisé 
de la vaccination au BCG dans tous les troupeaux infestés de 
tuberculose en Autriche, et insistant sur ]’innocuité absolue du 
procédé. » 

IV. — G. Girard (France) [47]: Prémunition antituberculeuse 
des bovidés par le BCG a Madagascar. 

« De 1928 a 1941, 4024 bovidés ont été vaccinés au BCG a 
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Madagascar ot la tuberculose bovine est trés répandue. Il est 
impossible, a Madagascar, d’isoler les veaux vaccinés, mais 
comme ils ne vivent pas dans des étables, le danger de contagion 
y est moins sérieux qu’en France, et les résultats de cette vacci- 
nation sont tout a fait satisfaisants. » 


V. — Méme auteur : Prémunition antituberculeuse des porcins 
par le BCG a Madagascar. 


« A Madagascar, la tuberculose porcine est trés fréquente. De 
1930 a 1942, plus de 1 800 porcs ont été vaccinés au BCG a la 
naissance (une dose de 1 mg de BCG par voie sous-cutanée) avec 
d’excellents résultats. » 


VI. — P. Hautcceur (France) [48]: Application systématique 
de la vaccination par le BCG sur les bovidés dune ferme 
d’élevage pendant vingt-quatre ans. 


« Description détaillée d’une expérience de vaccination au 
BCG des bovins d’une ferme d’élevage en France, commencée 
en octobre 1924, quand 29 sur 32 vaches réagirent positivement 
a la tuberculine. D’octobre 1924 a janvier 1948, 1098 veaux 
ont été vaccinés et les animaux non vendus furent revaccinés 
chaque année. Au début de cette campagne, de nombreuses 
vaches provenant de cet élevage furent trouvées tuberculeuses 
4 Vabatage. Parmi les 1098 animaux vaccinés, 2 seulement 
furent trouvés tuberculeux au début de lexpérience, quand i] 
y avait encore beaucoup de vaches tuberculeuses dans le trou- 
peau. Depuis 1926, pas un seul cas de tuberculose n’a été cons- 
taté parmi les bovins de cette ferme, comprenant aujourd hui 
4 taureaux, 77 vaches, 40 génisses agées de 1 4 3 ans, 36 veaux 
agés de 1 4 9 mois, 22 jeunes taureaux Agés de 0 a 9 mois. 
Beaucoup de ces animaux ont gagné des prix : tous sont dans 


une condition excellente. La tuberculose a complétement disparu 
de cet élevage. » 


VII. —— A. Richart (France) [49] : Dix-huit années d’ application 
de vaccination antituberculeuse des bovidés par le BCG 
dans la pratique rurale (1921-1939). 


« Deux expériences de vaccinations au BCG furent commencées 
en 1921, lune dans une ferme d’élevage infestée de tuherculose 
pres de Rouen (Saint-Yon), ott toutes les vaches tubercu- 
leuses de deux autres fermes avaient été assemblées, et une 
seconde dans un grand élevage au domaine de Gruville. Le prin- 
cipe était de ne prendre aucune mesure d’hygiéne, excepté 
‘1 vaccination des veaux nouveau-nés et leur revaccination. 
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Voici les résultats obtenus a la ferme de Gruville (1921-1939) : 
sur 171 bovins, vaccinés et réguligrement revaccinés au BCG, 
6 furent trouvés tuberculeux a l’abatage. Parmi:210 animaux 
non vaccinés (ancien effectif avant la vaccination), 17 eurent des 
lésions tuberculeuses a l’abatage. 

« L’innocuité de la méthode ressort du développement normal, 
de la fécondité et de la production de lait remarquables des 
vaches vaccinées. Pendant toute la durée de la campagne, des 
bovins tuberculeux étaient constamment présents dans le trou- 
peau. La vaccination au BCG fut arrétée a la déclaration de la 
guerre en 1939. 

« A la ferme départementale de Saint-Yon, il y eut 12 vaches 
réagissant a la tuberculine en 1921. La derniére de ces vaches 
fut abattue en 1926. 11 parmi les 12 furent trouvées tuberculeuses 
a Yautopsie. De 1921 4 1931, 33 vaches, vaccinées a la naissance 
et réguliérement revaccinées, furent ajoutées a ces effectifs 
infectés. Trois d’entre elles sont mortes de maladies non tuber- 
culeuses, 30 furent abattues (la derniére en 1940) et trouvées 
indemnes de tuberculose a l’autopsie. » 


Il n’est pas inutile non plus de reproduire ici des opinions, 
émises au cours de la discussion qui a suivi les deux rapports 
de G. Girard [47]. Voici d’abord celle de M. Clément Bressou [50], 
directeur de l’Ecole Vétérinaire d’Alfort : 

« Je m’associe trés volontiers 4 la demande d’expérience qui 
vient d’étre faite. Non seulement en mon nom personnel, mais 
je puis le dire, au nom des éleveurs francais dont je vois ici 
un éminent représentant ; tout l’élevage francais demande qu’on 
lui permette de faire l’expérience du BCG; ce ne sont que les 
lois sanitaires et l’administration sanitaire qui s’opposent a 
l’expérience du BCG. Je crois qu’on pourrait trouver des amé- 
nagements 4 une loi qui a fait faillite en France, je ne dis pas 
a l’étranger. Depuis quinze ans, cette loi, faite avant que le 
BCG n’ait pu apporter ses preuves, a été maintenue. L’Asso- 
ciation des Eleveurs et son Secrétaire ici présent demandent 
qu’on leur permette de faire l’expérience du BCG. » 

Ensuite ce fut le tour de E. Graeub [54], de l'Institut de Bacté- 
riologie et de Sérologie de Berne, de prendre la parole. 

Cet auteur relate « les expériences de vaccination chez les 
beeufs non au moyen du BCG, mais avec une autre souche 
d’origine bovine comparable au BCG. Graeub [54] recommande 
de pratiquer les injections de vaccin a des endroits différents 
au moment des revaccinations, pour que ce ne soit pas toujours 
les mémes ganglions lymphatiques satellites qui soient touchés 
par les altérations tuberculeuses dues au vaccin ». 

Il est intéressant de noter que E. Graeub [54], tout en utilisant 
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une autre souche que le BCG, se montre néanmoins partisan des 
hacilles-vaccins, c’est-a-dire du méme principe sur lequel est 
fondé le vaccin BCG. 

Quant a l’opinion du vétérinaire polonais M. Kaplan, opinion 
citée par G. Ramon, Kaplan dit, en effet, que des vacci- 
nations répétées de veaux au BCG conférent 4 ces animaux un 
degré élevé de protection contre l’infection tuberculeuse jusqu’a 
la seconde année de leur vie, et que par la suite |’immunité 
diminue malgré les inoculations répétées du vaccin. Nous 
voulons simplement faire remarquer & ce sujet que cette opinion 
de Kaplan, d’aprés laquelle la vaccination perd son efficacité 
apres la seconde année, est contraire a celle de tous ceux qui 
possédent une longue expérience de la vaccination des bovidés 
par le BCG (Ascoli, Dessouter, Gerlach, Girard, Hautcceur, 
Richart, etc., voir plus haut). 

G. Ramon nous apprend qu’au Danemark tout emploi du BCG 
contre la tuberculose des bovidés est interdit. Or, nous avons 
pris la peine de nous renseigner a ce sujet auprés de nos 
collégues de l'Institut du Sérum de Copenhague. Ils nous ont 
appris qu'une loi interdisant le BCG chez les bovidés n’existe 
pas au Danemark. Dans ce pays, Bang a institué, dés 1892, 
sa méthode de lutte contre la tuberculose bovine, dont l’effica- 
cité n’est devenue sensible qu’aux environs de 1920. Mais c’est 
seulement depuis le décret du 26 juin 1932 que les résultats de 
ce « nettoyage » du cheptel se sont fait vraiment sentir, surtout 
quand le « Décret de destruction » du 28 novembre 1934 est 
venu garantir une subvention importante du Gouvernement 
danois pour la destruction de tous les animaux positifs a la 
tuberculine. Durant les deux années qui suivirent pas moins de 
110 000 tétes de bétail furent abattues, conformément a la loi 
et beaucoup de régions ont été ainsi complétement débarrassées 
de la tuberculose bovine [52]. I] est évident que cette méthode 
de Bang, fondée sur Vabatage des animaux positifs a la tuber- 
culine, est incompatible avec la vaccination BCG pour des 
raisons faciles & comprendre. C’est donc uniquement pour des 
raisons pratiques et non pas a cause d’un doute quelconque sur 
Vefficacité du BCG qu’on ne vaccine pas les bovidés au BCG 
au Danemark. 

Qwil nous soit permis, au sujet de la loi du 7 juillet 1933 sur 
la prophylaxie de la tuberculose des bovidés, dont G. Ramon 
fait mention dans une citation tirée d’un discours de C. Guérin, 
de citer quelques passages de la circulaire n° 252 du Ministére 
de l’Agliculture du 20 février 1951, dont le texte concernant la 
prophylaxie de la tuberculose bovine a été établi par M. Merle, 
Directeur des Services vétérinaires du Ministére de ]’ Agriculture, 
en collaboration avec M. Guérin : 
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« Les étables infectées seront assainies, selon le procédé 
indiqué pour l’application de la loi du 7 juillet 1933 ou soumises 
a la vaccination par le BCG, quand 1’élimination des tuberculeux 
par l’abatage risquera de compromettre la marche normale de 
exploitation et s’avérera trop onéreuse. » 

... « ‘Lorsque dans une zone déterminée, la proportion 
d’exploitations atteintes est élevée et que dans chacune d’elles 
le pourcentage d’animaux réagissants est important, la vaccina- 
tion est le seul moyen économique d’assainir le cheptel. I] n’est 
pas possible de définir une régle pour l’ensemble du pays; il 
appartiendra aux Directeurs des Services vétérinaires, en accord 
avec les organisations locales intéressées, de proposer leur 
programme d’action. » 

« La vaccination, pratiquée dans les conditions prévues par 
larrété du 17 aott 1936, sera, en outre, pratiquée sur les veaux 
nés de méres non réagissantes dans des étables indemnes. Ils 
seront destinés a étre vendus au sevrage pour la reconstitution 
des troupeaux atteints. » 

« Les animaux seront marqués (tatouage ou bouton d’oreille) 
et livrés aux acheteurs, accompagnés d’un certificat de vaccina- 
tion conforme aux indications du registre d’étable (circulaire du 
17 aott 1936); ils seront revaccinés chaque année; les certi- 
ficats, sur lesquels seront enregistrées les constatations faites a 
lautopsie, vous seront retournés aprés l’abatage. » 

La technique de vaccination des bovidés, telle qu’elle est 
employée aujourd’hui, consiste a inoculer, chez le veau 
nouveau-né, 50 mg de BCG en suspension dans 10 cm* de liquide 
par vole sous-cutanée et a répéter cette injection tous les ans, 
sans s’occuper des réactions a la tuberculine que pourraient 
présenter ces animaux (on sait que chez l’homme on revaccine 
seulement quand Jl’allergie post-vaccinale s’est éteinte ; cette 
pratique est a rejeter chez les bovidés). 

G. Ramon cite les expériences de Dalling comme exemple de 
linefficacité du BCG chez les bovins. Ces expériences ne 
peuvent pas étre considérées comme comparables 4 ce qui se 
pratique en France, car Dalling injecte la méme dose de BCG 
par voie intraveineuse. Si cette voie d’inoculation a pu donner 
d’excellents résultats a Calmette et Guérin avec le trentiéme 
passage de leur souche sur bile, trés insuffisamment atténuée, 
il n’en reste pas moins que la voie intraveineuse est une 
mauvaise voie d’introduction du vaccin et que l’inoculation sous- 
cutanée du vaccin (cutanée chez l’homme) lui est de beaucoup 
préférable. C’est pourquoi, encore une fois, les expériences de 
Dalling ne peuvent pas étre mises en avant pour juger de leffi- 
eacité de la vaccination chez les bovidés. 

La vaccination des bovidés par le bacille de Wells par la vole 
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intraveineuse [53] peut étre, elle, comparée a la vaccination des 
bovidés par Calmette et Guérin avec leur trente-troisiéme pas- 
sage, car nous savons que le bacille de Wells est beaucoup plus 
virulent que le BOG, a tel point, que l’injection de 1/100 mg de 
ce bacille par voie intradermique provoque chez l’homme des 
uleérations tellement importantes, qu’on a dad abandonner cette 
technique d’inoculation avec le bacille de Wells, et qu’on n’utilise 
plus pour ce vaccin, chez homme, que la méthode des ponctions 
multiples [54]. 

Ne voulant pas abuser de la patience du lecteur nous arréterons 
ici les considérations que nous a inspirées l’article de G. Ramon, 
qui appellerait bien d’autres développements encore. Qu’il soit 
bien entendu que nous ne prétendons pas du tout ici critiquer 
’érudition de G. Ramon et qu’il s’agit uniquement, de notre part, 
@un effort pour apaiser les inquiétudes que l’exposé de G. Ramon 
a fait naitre dans beaucoup d’esprits, résultat sans doute invo- 
lontaire de la part de G. Ramon lui-méme, dont nous connais- 
sons l’attachement aux réalisations pasteuriennes. 

Pour notre part, nous n’avons certainement pas le droit d’aban- 
donner nos enfants aux hasards des contaminations tuberculeuses 
fortuites sous prétexte que le BCG ne donne que 80 a 90 p. 100 
de protection, tant que nous ne disposerons pas d’un autre vaccin 
antituberculeux donnant des résultats encore meilleurs et ayant 
fait ses preuves. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Brackwett, éd. Oxford, 1949, traduction francaise chez Masson, 
Paris, 1950. Théorie et Pratique de la Vaccination par le BCG. 

[2] Voir aussi l’article de M. Ramacuia et F, Senis, Archivio di Tisio- 
logia, 1951, 6, 170-180, ot on lit que chez les enfants vaccinés 
a la naissance avec ]’anatubcrculine de Petragnani, la primo- 
infection virulente se déroule comme chez les non vaccinés. 

[3] B. J. Oxson et coll. Publ. Health Rep., 1947, 62, 293. 

[4] R. W. Sarser et coll. Am. Rev. Tub., 1950, 62, 418. 

[5] Paterson et coll. Can. J. Res., 1949, 27, 37. 

[6] A. Miuzer et coll. Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1950, 75, 433. 

{7] F. van Detnsz. Ces Annales, 1941, 66, 191. — J. Basrer et F, van 
Derinse. Ces Annales, 1948, 69, 45. — F. van Detnsr. Ces Annales, 
1946, 72, 241, 424 et 567. 

[8] Communication personnelle. 

[9] S. R. Rosenruar. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, 40. — 
K. Brxnaue. Am. J. Publ. Health, 1950, 40, 545. 

[40] J. Uncar et P. Muccieron. I°* Congres Intern. BGG, Paris, 1948, 
49. — J. Uncan. Tubercle, 1949, 30, 2. 

[44] J. Bo. Acta Tuberc, Scand., 1950, 24, 98. 

[42] BE. A. Norra. Med. J. Austr., 1950, 5, 171. 

[43] K. Borxnauc. Acta Tuberc. Scand., 1939, 43, n°8 1-2, 163-199. 

[44] J. Rosemperc. O Hospital, 1950, 38, 73-104. 


VALEUR DE LA VACCINATION ANTITUBERCULEUSE PAR LE BCG 447 


[45] A. Caumerre. VIII®@ Conférence de VUnion Intern. contre la Tuber- 
culose, La Haye-Amsterdam, 1932, 97. 

[46] J. Hempeck. Tubercle, 1936, 418, 97. 

[17] K. Brrxaauc. Am. Rev. Tub., 1947, 55, 234-249. 

[48] E. Rist. Bull. Acad. Méd., 1938, 4149, 52. 

[49] Brun et Praucnu. Rev. Tub., 1947, 44, 356-361. 

[20] H. L. Isratt, H. W. Hernerincton et J. G. Orn. J. A. M. A., 1941, 
447, 839. 

[24] L. Branpy. Am. J. Publ. Health, 1941, 31, 1040. 

[22] D. Zacks et P. E. Santwett. Am. J. Publ. Health, 1942, 32, 732. 

[23] Knup Winer. Acta Tuberc. Scand., 1949, 23, 233-249. 

[24] K. Brrxuaue. Soc. Frang. de Microb., Réunion du 1% février 1951, 
in: Ces Annales, 1951, 80, 508. 

[25] J. D. Aronson. Am. J. Publ. Health, 1950, 40, 533-544. 

[26] K. A. Jensen. Acta Tuberc. Scand., 1946, 20, 1. — J. Hoxm. Publ. 
Health Rep., 1946, 64, 1298. 

[27] A. CatmerTE et C. Guérin. Technique des cultures du BCG, Paris, 
MaretHEeux, 1927, 13 (Institut Pasteur. Laboratoires de la 
Tuberculose). 

[28] Hyce. Acta Tuberc. Scand., 1949, 23, 153-155. 

[29] J. Hempecn. Semaine des Hép., 1949, 25, 771-775. 

[30] H. Anperson et H. Betrrace. Acta Paediat., 1939, 26, 1. 

[34] A. Warueren. Bull. Off. Hyg. publ., 1946, 38, 1041-1047, — 
Semaine Hép. Paris, 1946, 22, 369-372. 

[32] J. D. Aronson et C. E. Patmer. Publ. Health Rep., Washington, 
1946, 61, 802-820. — J. D. Aronson. I Congrés Intern. BCG, 
Paris, 1948, 196. 

[33] Fercuson. Am. Rev. Tub., 1946, 54, 325. 

[34] American TRuDEAU Society. Am. Rev. Tub., 1948, 57, 543-545. 

[35] K. Brrxnaue. Introduction au livre de K. Neville Irvine [4]. 

(36] R. J. Anperson. Publ. Health Rep., 1950, 65, 963. 

[37] J. A. Myers. Am. Rev. Tub., 1948, 57, 95-113 (Seminar on BCG). 

[38] S. A. Starer. Am. Rev. Tub., 1948, 57, 107-109 (Seminar on BCG). 

[39] J. D. Anperson et Patmer. J. A.M. A., 1950, 43, 1048. 

[40] F. van Dense et F. Stnéicuan. Tubercle, 1950, 34, 185-189. 

[44] Mentionnée par G. Ramon, loc. cit. p. 142. 

[42] A. Waricren. Bull. Off. Hyg. Publ., 1946, 38, 1041-1047. — 
Semaine Hép. Paris, 1946, 22, 369-372. 

[43] Torroreita. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, 323. 

[44] A. Ascotr. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, Section IH, 
152-157. 

[45] J. Dessourer. Communication présentée par le professeur Bressou, 

I Congres Intern. du BCG, Paris, 1948, 157-160. 

Greruacn. I Congres Intern. BCG, Paris, 1948, Section HI, 


165-170. 


[46] F 

[47] G. Grrarv. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, Section UI, 
P 
A 


161 et 161-162. 
. Hautcosur. I Congres Intern. BCG, Paris, 1948. Section IH, 


171-175. 
Ricwarr. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, Section III, 


175-176. 


[48] 
[49] 


148 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


[50] C. Bressou. I Congrés Intern, BCG, Paris, 1948, Section III, 163. 

[51] E. Grarus. I Congrés Intern. BCG, Paris, 1948, Section III, 
163-164. 

[52] Tu. Mapvsen, J. Horm et K. A. Jensen. Acta Tuberc. Scand., 1942, 
Suppl. 6, 39. 

[53] J. A. Youne et J. S. Paterson. J. Hyg., 1949, 47, 39-73. 

[54] A. Q. Wexis. Privy Council. Medical Research Council, Special 
Report Series, London, 1946, n° 259, 1-42. 


LE PHENOMENE DE L’HEMOLYSE 
CONDITIONNEE DANS LA TUBERCULOSE 


par Cu. GERNEZ-RIEUX et A. TACQUET (’). 


(Institut Pasteur de Lille.) 


Les globules rouges de mouton sensibilisés par différents 
extraits bacillaires peuvent étre agelutinés par les antisérums 
correspondants, inactivés [4, 2, 3, 4]. 

Il était intéressant d’étudier le comportement de cette réaction 
en présence d’alexine. Des travaux récents ont montré que, dans 
de telles conditions d’expérience, on peut observer une hémolyse 
spécifique. 

Muniz [5] a, le premier, constaté ce fait et souligné la nature 
polysaccharidique des extraits de Schizotrypanum cruzi qui 
donnent lieu a la réaction. [l a appliqué cette réaction d’ « hémo- 
lyse conditionnée » au diagnostic de la trypanosomiase amé- 
ricaine. 

Ce méme phénomene avait déja attiré l’attention de G. Middle- 
brook [6] qui, utilisant des sérums humains non chauffés pour 
Vétude de ’hémagglutination dans la tuberculose, constata cette 
hémolyse et en déduisit une « modification hémolytique du test 
d’hémagglutination ». 

Par ailleurs, des faits analogues ont été rapportés par Fisher 
et Keogh [7] et par Adler [8]. 

Enfin, Thomas et Mennie [9, 40] ont montré que ce phéno- 
méne d’ordre trés général est applicable en particulier au 
diagnostic de la tuberculose, de la gonococcie, de la fiévre 
typhoide (« polysaccharide lysis test ») : il semble provoqué par 
la fraction polysaccharidique des antigénes. 

Nous avons entrepris l'étude systématique de ce phénomene 
au cours de la tuberculose animale expérimentale et de la tuber- 
culose humaine. Ce sont ces recherches que nous exposons ici. 
Nous aborderons d’abord |’étude de la technique de la réaction 
d’hémolyse, telle que nous l’avons utilisée, puis les modifications 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 5 avril 1951. 
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apportées a cette technique ; nous exposerons enfin les résultats 
obtenus, chez l’animal et chez les sujets humains, par Vemploi 
de la tuberculine I. P. 48. 

Nous adopterons, dans cet article, le terme « d’hémolyse 
conditionnée » qui a été suggéré par Muniz. 


I. — Technique utilisée 
pour l’étude du phénoméne d’hémolyse conditonnée. 


Dans la réalisation du test d’hémolyse, 4 éléments  inter- 
viennent : 

1° Le sérum a éprouver ; 

2° Les hématies de mouton ; 

3° L’antigéne ; 


4° L’alexine de cobaye fraichement recueillie. 
1° PREPARATION DES SERUMS. — Celte préparation est analogue 


a celle précédemment décrite pour le test d’hémagglutination [2]. 
Elle comporte 

L’inactivation du complément par chauffage, une demi-heure 
E1 LO 


La saturation des agglutinines naturelles anti-mouton. 


2° SENSIRILISATION DES GLOBULES DE MOUTON. — Les globules, 
conservés en solution d’Alsever, sont lavés a4 trois reprises avant 
Vemploi : on utilise le culot de globules lavés. La sensibilisation 
peut étre effectuée avec différents antigénes : mais nous avons 
surtout utilisé la tuberculine I. P. 48, non lyuphilisée, qui nous a 
été spécialement fournie par le D’ Bretey, chef du Service de la 
Tuberculose a l'Institut Pasteur de Paris. Nous procédons de la 
fagon suivante 

0,1 ml du culot de globules rouges lavés sont mis en présence 
de tuberculine I. P. 48 dissoute dans 1 cm? de solution tam- 
ponnée. La sensibilisation est réalisée au bain-marie A 37° pendant 
deux heures, avec une agitation tous les quarts d’heure. Les 
globules sont ensuite lavés deux fois et remis en suspension 


dans 20 ml de solution tamponnée, soit une concentration globu- 
laire de 0,5 p. 100. 


3° REALISATION DE LA REACTION. — Le sérum, inactivé et saturé, 
est réparti, sous le volume de 0,4 ml, dans des tubes a hémolyse 
a des dilutions croissantes de 2 en 2. 


L’alexine fraiche de cobaye, diluée au tiers et saturée A deux 
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reprises a + 4° par les hématies de mouton non sensibilisées, 
est ajoutée a la dose de 0,05 ml dans chaque tube. Cette dose 
correspond a la quantité de complément nécessaire pour réaliser 
Vhémolyse complete de 1 ml de globules de mouton, en sus- 
pension a 0,5 p. 100, en présence d’un excés de sérum hémo- 
lytique anti-mouton. II est, en effet, utile de titrer alexine avant 
Vemploi. 

On apporte, enfin, les globules rouges de mouton sensibilisés, 
a la dose de 0,4 ml. 

Trois témoins sont indispensables : 

a) Un témoin solution tamponnée et hématies: sensibilisées ; 

b) Un témoin sérum a tester, hématies non sensibilisées, et 
alexine saturée. Ce témoin est nécessaire pour s’assurer que le 
complément saturé n’a pas de pouvoir hémolytique appreéciable 
sur les globules rouges de mouton. 

c) Un témoin hématies sensibilisées et alexine pour vérifier que 
cette alexine ne contient pas d’anticorps susceptibles de réagir 
avec les globules rouges sensibilisés. 

L’ensemble est incubé pendant deux heures a 87°, et la réaction 
est lue en ne tenant compte que des hémolyses nettes, c’est-a-dire 
de Vhémolyse totale et de l’hémolyse presque totale (léger culot 
d’hématies a peine perceptible). 

Dés la premiére heure, l’hémolyse est souvent obtenue, mais 
elle n’est compléte qu’au bout de deux heures. 

Nous n’avons jamais observé, jusqu’a présent, d’hémolyse 
dans les témoins b) et c). 


II. — Modifications apportées a la technique précédente. 


1° EmpLol DE GLOBULES ROUGES HUMAINS. — Middlebrook [6] a 
constaté que l’hémolyse est possible par l’emploi de globules 
humains homologues sensibilisés par la tuberculine et mis en 
présence de sérums humains non chauffés. 

Nous avons cherché a utiliser, avec des sérums animaux 
chauffés et saturés, les hématies humaines du groupe O, et 


TABLEAU J. 
ALEXINE ALEXINE 
SERUMS EXPERIMENTAUX de cobay de cobaye 
non diluée diluée au 1/3 
Sérum de lapin neuf, n° 3765. ....... 4/4 0 
Sérum de lapin anti-bacilles bovins, n° 3794. 1/542 4/16 
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Y’alexine de cobaye. Le tableau ci-dessous montre que l’alexine 
de cobaye, non diluée (dose de 0,05 ml), peut déterminer |’hémo- 
lyse en présence de sérums tuberculeux particuliérement actifs ; 
les taux sont beaucoup plus faibles en présence d’alexine diluée 
au tiers (dose de 0,05 ml). 


2° ETuDES DE DIFFERENTES TUBERCULINES COMME ANTIGENE SENSI- 
BILISANT. — Nous avons effectué, sur 8 sérums d’animaux — 
4 sérums de lapins non inoculés et 4 sérums de lapins expéri- 
mentalement infectés par des bacilles tuberculeux — des réactions 
comparatives a l’aide de : 

Cinq lots différents de tuberculine I. P. 48 ; 

La tuberculine précipitée a 1 p. 100 ; 

La « Special old tuberculin Lederle » (4 x International stan- 


dard). 
Les résultats rassemblés dans le tableau II montrent : que les 
5 tuberculines I. P. 48 étudiées présentent une activité trés 


1 


aifférente ; que le taux limite de la réaction augmente avec la 


TA 
TUBERCI 
Doses pour 0,1 ml es ATED seen. 
de globules 
0,06 mg | 0,3 mg 0,6 mg | 0,06 mg | 0,3 mg | 0,6 mg | 0,06 mg} 0,3 mg 0, 
Sérum n° 3763. 
Papin newts see aa 0 1/8 4/22 0 0 1/16 OO EAS: 4/4 
Sérum ne 3764. 
Api Ie Ut wees sea. ee 0 0 4/4 0 0 1/8 0 0 
Sérum n° 3765. 
Papinemenl. «ya. 4/2 4/8 1/8 0 0 4/16 0 4/8 4/8 
Sérum n° 3660 
Mapinenenil % 2). ates 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sérum n° 3749. 
IANUISD UGE 6 +... 1/8 192] 1/16 384] 1/32 678] 1/4 096) 1/4 096) 1/8 192) 4/4 096] 1/16 384) 1/1 
Sérum n° 38(6 
Anti-Hy, Rv. .... 4/128 A/1 024 | 4/1 024 | 1/128 4/286 | 4/512 1/4128} 1/256 U/: 
Sérum n° 3678. 
Anti-bacilles bovins .| 1/64 4/256 4/256 4/64 4/128 4/128 1/64 1/256 4/! 
Sérum n° 3794. 
Anti-bacilles bovins ./ 4/41 024] 4/2 048 |4/% 096 | 4/64 4/256 | 4/256 1/64 4/512 iff 
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dose de tuberculine utilisée ; que, pour des doses importantes, 
"hémolyse peut se manifester avec les sérums des animaux 
neufs ; que la tuberculine précipitée a4 1 p. 100 et la tuberculine 
Lederle donnent, en général, aux doses employées, des taux 
d’hémolyse moins élevés que la tuberculine I. P. 48. 


3° FRACTIONS POLYSACCHARIDIQUES ET PROTEINIQUES DE LA TUBER- 
cuLine I. P. 48. — Il nous a paru inféressant de rechercher si le 
phénoméne de l’hémolyse conditionnée est lié a la sensibilisation 
des globules par une fraction polysaccharidique de l’antigéne. 
Nous avons effectué, par conséquent, sur les sérums ci-dessus, 
des réactions comparatives avec une fraction riche en_ poly- 
saccharides et une fraction riche en protéines, qui nous ont été 
fournies par le D*™ Bretey. 

Le tableau III résume les résultats obtenus. 

La fraction polysaccharidique semble donc étre la partie anti- 
génique active dans la réaction d’hémolyse conditionnée. La frac- 
tion protéinique se révéle totalement inactive, avec la technique 


TUBERCULINE PRECIPITEE OLD TUBEKCULIN 
a1 p. 100 MA/12) 
Ne €6 N° 68 
0,3 mg | 0,6 mg | 0,06 mg | 0,3 mg | 06 mg | 0,05 ml | 0,10 ml | 0,20 ml 2 ml 4 ml 
1/8 4/32 0 1/4 1/16 0 0 0 0 0 
0 0 0 4/8 1/8 0 0 0 0 0 
1/4 1/8 0 1/8 1/16 0 0 0 0 0 
0 1/2 0 0 0 0 0 0 0 0 
1/16 384] 1/16 384] 4/2 048 4/16 384} 4/46 384] 1/2 048 | 1/4 096) 1/8 192 1/4 096 | 1/4 096 
4/542 4/542 4/128 4/256 4/256 0 4/16 1/64 4/128 1/256 
1/256 4/416 4/128 4/128 0 1/8 4/16 4/16 4/32 
4/256 4/542 4/128 4/512 4/5412 4/64 4/128 1/512 4/512 4/512 
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Tas.eav IL]. 


FRACTION | FRACTION 
polysaccharidique protéinique 
Doses en mg 

pour 0,1 ml de glebules { 0,08 0,06 Soe 
Sérum n° 3763. | 

Ibe oven GOVEUNT Mag Gm 4/32 4/32 0 
Sérum n° 3764. 

[Dey oubol quate Sk ces ES 0 4/32 0 
Sérum n* 3765. 

apineneutaeemc er: ae 0 4/16 0 
Sérum n° 3660. 

Lapin neuf . =... - 0 1/16 0 
Sérum n° 3749. 

AMIEB C Geen te ttey e 4/16 384 4/16 384 0 
Sérum n° 3846 

Ant Hep RV. xs 1/4 024 1/2 048 0 
Sérum n° 3678. 

Anti-bacilles bovins . 1/2 048 4/4 096 0 
Sérum n° 3794. 

Anti-bacilles bovins . 1/2 048 4/4 096 0 


décrite ci-dessus. Ces résultats sont superposables 4 ceux que nous 
avons observés au cours de nos recherches sur l’hémageluti- 
nation [8]. En ce qui concerne cette derniére, Boyden [44] a 
récemment obtenu des taux élevés en utilisant la sensibilisation 
par l’acide tannique puis par la P. P. D. Mais il importe de sou- 
ligner que la P. P. D. utilisée (Weybridge) contenait 5 p. 100 
de polysaccharides. 


III. — Résultats obtenus chez l’animal 
expérimentalement infecté, et chez l’homme. 


1° Cuez 1’antmaL. — Nous avons étudié les taux d’hémolyse 
aprés inoculation expérimentale de bacilles tuberculeux virulents 
ou non virulents. Le tableau IV indique ces taux, comparative- 
ment aux taux obtenus avec l’hémagglutination. On notera 
existence, pour certains sérums, de discordances importantes 
entre les taux d’hémolyse et d’agglutination. Middlebrook attribue 
ce fait a des différences qualitatives dans les anticorps intéressés 
dans les deux réactions. 
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Tasieau LY. 


_ AVAAT APRES 
no caa inoculation inoculation 
expérimentaux 6° jour 15° joar 30° jour 
Ag | Hm Ag Hm | Ag Hm Ag Hm 

Sérum 71. 

Anti-bacilles bovins . 0 0 4/64 4/256 } 4/128 | 4/512 Mort. 
Sérum 78. 

Anti-bacilles bovins . 0 0 4/256 | 4/4 024) 1/256 | 41/8 192 ‘Mort. 
Sérum 27. 

Anti-H3;, Rv... .. 4/4 0 1/64 1/512 | 1/64 4/1 024) 1/128 4/2 048 
Sérum 28. 

Anti-H3, Rv... . 0 0 1/64 0 4/428 | 4/256 4/128 4/2 048 
Sérum 29. 

Anti-H,, RV ..... 4/2 0 4/32 1/8 | 1/64 4/128 4/64 4/8 192 
Sérum 143. | 

ANE > ci 0 0 4/256 | 4/542 | 4/2 048] 1/1 024) 1/2 048 | 1/16 384 


Ag, hémagglutination; Hm, hémolyse. 


2° CHEZ L’HuMME. — Nous avons appliqué le test d’hémolyse 
conditionnée, tel que nous l’avons décrit page 2, a l’étude des 
sérums de 121 sujets cliniquement indemnes de tuberculose, et 
de 208 sérums de sujets présentant une tuberculose pulmonaire 
active. Nous n’apperterons, ici, que le résumé de nos premiéres 
constatations : 

Les sérums de sujets indemnes de tuberculose ne donnent, 
dans 87 p. 100 des cas, aucune hémolyse ou des taux d’hémolyse 
inférieurs a la dilution de sérum de 1/16. Chez les sujets tuber- 
culeux, au contraire, mous avons observé, dans 76 p. 100 des 
cas, une hémolyse dépassant le taux de 1/16 et s’élevant, parfois, 
a des taux de dilution de 1/128 ou 1/256. 

Les recherches précédentes montrent que les réactions d’hémo- 
lyse ou d’hémagglutination ne sont pas rigoureusement spé- 
cifiques, dans les conditions techniques décrites ci-dessus et 
avec l’emploi de la tuberculine I. P. 48 aux doses indiquées. 
Sievers, Ulstrup et Winblad [12] ont constaté, 4 propos de I’hémag- 
glutination, que la saturation 4 six reprises 4 l’aide de globules 
rouges de mouton permet d’obtenir une spécificité plus grande. 
Nos expériences effectuées sur des sérums humains ne nous ont 
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pas permis de vérifier ce fait en ce qui concerne Vhémolyse 
conditionnée. 

Muniz [43] a également attiré l’attention sur l’existence, dans 
le sérum de certains sujets sains, d’anticorps hétérophiles capables 
de réagir avec les extraits antigéniques de S. cruzi. Hl effectue 
adsorption de ces anticorps non spécifiques par des extraits de 
rein de cobayes et de globules de boeuf. Nous avons procédé a 
la saturation des sérums donnant des réactions faussement posi- 
tives a l'aide de globules de mouton, d’extraits de rein de 
cobaye ou de globules de beeuf. Ces saturations n’ont pas modifié, 
de facon sensible, les taux d’hémolyse. 


CONCLUSIONS. 


1° Les globules rouges de mouton sensibilisés par la tubercu- 
line sont hémolysés, en présence d’alexine, par les sérums inac- 
tivés d’animaux infectés expérimentalement par les bacilles tuber- 
culeux, ou de sujets humains tuberculeux. 

2° Les différentes tuberculines étudiées présentent une activité 
sensibilisante trés inégale. 

3° La fraction polysaccharidique de la tuberculine semble étre 
la partie antigénique active dans la réaction d’hémolyse condi- 
tlonnée. 

4° On note fréquemment des divergences appréciables entre les 
taux d’hémagglutination et les taux d’hémolyse. 

5° La réaction d’hémolyse conditionnée est susceptible d’appli- 
cation au diagnostic de la tuberculose humaine active ; mais on 
peut l’observer avec les sérums de sujets indemnes de tuber- 
culose cliniquement décelable. 

6° Les recherches ci-dessus, et celles que nous poursuivons, 
ont pour but de préciser les conditions d’apparition du phénomeéne. 


Nous exprimons nos plus vifs remerciements 4 M. le D* Bretey, 
Chef du Service de la Tuberculose a l'Institut Pasteur de Paris, 
qui a bien voulu nous confier les différents échantillons de tuber- 
culine I. P. 48 utilisés pour ces recherches. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] G. Mipptesroox et R. J. Dusos. J. exp. Med., 1948, 88, 521. 

[2] Ch. Gernez-Rieux et A. Tacquer. Bull. Acad. Méd., 1949, 133, 556. 
[3] pam Ne acs amass et A. Tacguer. Ann. Inst. Pasteur Lille, 1950, 
[4] R. Sonmr, J. Jurciarn et I. Trimpercrr. Ces Annales, 1950, 78, 283. 
[5] J. Muniz. O Hospital, 1950, 37, 199. 

[6] G. MwppteBroox. J. Clin. Investigation, 1950, 29, 1480. 


HEMOLYSE CONDITIONNEE DANS LA TUBERCULOSE 437 


[7] S. Fisuer et E. V. Krocu. Nature, 1950, 165, 248. 

[8] F. L. Apter. Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1950, 74, 561. 

[9] J. C. Tuomas et A. T. Mennre. South Afric. Med. J., 1950, 24, 897. 

[40] J. C. Toomas et A. T. MeEnnin, Lancet, 1950, 259, 745. 

[44] St. V. Boynen. J. exp. Med., 1951, 93, 107. 

[42] O. Sievers, J. Uxstrup et S. Winsiap. Nordisk Medicin, 1950, 
43, 667. 

[43] J. Muniz et M. C. F. Dos Santos. O Hospital, 1950, 38, 163. 


ACTION TUBERCULOSTATIQUE 
DE LA VIOMYCINE /# VITRO ET IN VIVO 


par Ca. GERNEZ-RIEUX, A. TACQUET et M™ C. CHENET (*). 


(Institut Pasteur de Lille.) 


La viomycine a fait objet des études expérimentales récentes 
de Finlay [4], Ehrlich [2], Hobby [8], Youmans [4], Steenken [5], 
Karlson [6] et Halley [7]. 

Nous avons vérifié activité de ce nouvel antibiotique, in vitro 
el in vivo, sur différentes souches de Mycobacterium tuberculosis. 


1° SENSIBILITE DES BACILLES A CET ANTIBIOTIQUE : ETUDES in 
vitro. — a) Procédés de dosage. — Cinq milieux différents ont 
été utilisés : 

Le milieu liquide de Dubos au Tween 80 (500 mg par litre) 
et fraction V (0,5 p. 100) ; 

Le milieu gélosé de Dubos au Tween 80 (100 mg par litre) 
et fraction V (0,5 p. 100) ; 

Le milieu liquide a l’acide oléique (50 mg par litre) et frac- 
tions V (0,5ep-0L00)e 

Le milieu liquide de Dubos sans Tween avec fraction V 
(0;5> ps? 100); 

Le milieu de Loewenstein-Jensen, la viomycine étant incor- 
porée avant coagulation du milieu, ou déposée a la surface du 
milieu coagulé antérieurement, selon la technique préconisée par 
Coletsos et Boisvert [8]. 

Chaque souche étudiée a été ensemencée sur une série de 
11 tubes contenant des doses croissantes : 0,25, 0,50, 1, 1,5, 2,5, 
5, 10, 15, 25, 50 pg de viomycine-base par millilitre de milieu ; 
le dernier tube, sans antibiotique, sert de témoin. 

b) Sensibilité des différentes souches de bacilles tuberculeuz. 
— Cing souches de bacilles humains ont été étudiées sur ces 
milieux : 

La souche H,, Rv, la souche M, la souche 38817, toutes 
sensibles 4 1 pg de Streptomycine par millilitre ; 

La souche G et la souche 88673, résistantes A 1 000 pg de 
Streptomycine. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1951. 
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Les résultats obtenus sont réunis dans le tableau I. 


Tasteau I. — Sensibilité in vitro des souches de bacilles tuberculeux 


aad différents milieux de culture : lecture effectuée le douziéme 
our. 


aan = ib) oO 
(S [s) 
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aoe} F ae | *Bge | aee0 | a5o5 | Bees 
® ® wee Aad : lee 
oF o = oa ours g a Ge 
Oy oe oo mf o <a 5 dg a) 
= a > 8 
H37 Rv. 
) Streptomycino-sensible a | 
pe parmilas. . &.. : L(G) ea U) 5 5 45 25 
M, | 
| Streptomycino-sensible a 
Lug parml..... .)2,5 | 2,5 2,5 2,5 18 [ 350 
38847. 
Streptomycino-sensible a 
ipo per ml.) 2. 5. 2) 8,5 Peat) R558) Bats 25 50 
G. 
Streptomycino-résistante] 
a1 000 ug par ml. . ./ 2,5 5o 519) realy ae 50 
38673. 
Streptomycino-résistente 
&4 000 pg par mb. . .| 2,5 | 2,8 2,50 | 28 45 50 


(1) Les nombres expriment.la quantité minima de pg par ml de viomycine-base qui 
ninhibe pas le développement de Ia culture en 12 jours. 


En résumé : 1° Les souches que nous avons étudiées se sont 
montrées également sensibles 4 la viomycine sur les milieux de 
Dubos au Tween et fraction V, liquide ou solide, sur Je milieu 
a Vacide oléique fraction V et sur le milieu sans Tween, avec 
fraction V. Ces milieux sont excellents pour la recherche de la 
viomycino-sensibilité. Celle-ci n’est pas modifiée par la présence 
de Tween. Par contre, en milieu de Loewenstein, les taux limites 
sont plus élevés; la relation de concordance proposée par 
A. Meyer et R. Galland [9] pour les dosages de streptomycino- 
sensibilité sur ce milieu pourrait, sans doute, leur étre appliquée. 

2° Les 4 souches étudiées se sont révélées sensibles a 2,5 pg 
par millilitre de viomycine ; H,, Rv est sensible a4 5 pg par 
millilitre. Ces résultats coneordent avee ceux obtenus le douziéme 
jour par Finlay sur milieu liquide au Tween-albumine. Enfin, 
une souche BCG s’est montrée sensible & 1,5 pg par milli- 
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litre de viomycine-base sur milieu liquide de Dubos Tween et 
fraction V. 


2° EXpERIMENTATION SUR LE CoBAYE. — Nous avons utilisé la 
méthode d’inoculation intradermique préconisée par Et. Burnet 
et Ch. Mantoux [40], et que nous avons proposée pour l'étude 
de la streptomycino-sensibilité in vivo [44]. 

15 cobayes d’un poids moyen de 700 g sont inoculés, par 
voile intradermique, avec 0,2 ml d’une culture homogéne (corres- 
pondant environ a 0,05 mg de bacilles secs), des 3 souches 
sensibles : H,, Rv, souche M, souche 38817, et des 2 souches 
résistantes a 1000 pg de Streptomycine: souche 38673 et 
souche G. 

5 cobayes non traités servent de témoins ; 

5 cobayes recoivent, dés le lendemain de J’inoculation, 10 000 
unités de Streptomycine en deux injections chaque jour ; 

5 cobayes sont traités le lendemain de V’inoculation par 20 mg 
de viomycine (sulfate) répartis en deux injections chaque jour 
(doses préconisées par Karlson et Gainer [6]). Le traitement anti- 
biotique est prolongé pendant cinquante-huit jours. 

a) Action sur les lésions locales. — Les animaux non traités 
développent tous, au point d’injection, entre le huitiéme et le 
quatorziéme jour, des abcés volumineux, a centre nécrotique, 
suivis d’une ulcération profonde. Les cobayes trailés par la 
Streptomycine montrent, au point d’inoculation des souches strep- 
tomycino-résistantes, des ulcérations profondes, tandis que les 
souches streptomycino-sensibles ne produisent que des lésions 
limitées, Cette distinction devient extrémement nette a partir du 
quatorziéme jour, ¢époque a laquelle apparait l’allergie tubercu- 
linique. Au vingt-quatriéme jour, les points d’inoculation des 
souches streptomycino-résistantes sont le siége d’ulcérations pro- 
fondes et étendues, tandis que les lésions locales provoquées par 
les souches streptomycino-sensibles sont cicatrisées. 

Par contre, chez les animaux traités par la viomycine, les 
lésions sont toutes identiques, qu’elles soient consécutives a 
Yinjection de souches streptomycino-résistantes ou de souches 
streptomycino-sensibles. 

La viomycine, appliquée dés le moment de J inoculation, 
nempéche pas la formation de l’abcés local et son ulcération. 
Mais la lésion est rapidement circonscrite et les phénoménes 
inflammatoires s’atténuent vers le vingtiéme jour. Des le trenti¢me 
jour, la cicatrisation s’établit, qu’il s’agisse de Iésions provo- 
quées par des souches streptomycino-résistantes ou streptomycino- 
sensibles ; mais il persiste, jusqu’a la fin du traitement, un petit 
abeés sous-cutané circonscrit. 

En résumé, ces faits confirment, in vivo, légal pouvoir tuber- 
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culostatique de la viomycine, constaté in vitro, sur les souches 
streptomycino-résistantes ou non. 

b) Action sur Vinfection tuberculeuse générale. — ‘La perte 
de poids chez les animaux précédents a été aussi importante (en 
moyenne 140 g) dans les 3 lots, traités ou non traités. 

La moyenne des survies a été de trente jours chez les cobayes 
témoins et chez ceux traités par la Streptomycine. 

Parmi les cobayes traités par la viomycine, 2 sont morts 
le trente-quatriéme jour: l’un présentait une tuberculose géné- 
ralisée, avec nombreux tubercules dans le foie, la rate et les 
poumons ; l’autre montrait un foie trés volumineux avec nombreux 
tubercules et foyers caséeux, une rate augmentée de volume avec 
6 tubercules, des lésions discrétes et localisées du poumon 
gauche, une adénopathie inguinale non caséeuse. Trois cobayes 
restaient vivants a la fin du traitement, le cinquante-huitiéme jour. 
Parmi ces derniers, 2 sont morts le soixante-huitiéme jour : ils 
présentaient des lésions de tuberculose généralisée. Le cobaye 
survivant a été sacrifié le soixante-dixiéme jour: |’examen a 
montré l’absence de lésions pulmonaires macroscopiques, mais 
quelques tubercules hépatiques et une rate trés volumineuse, avec 
nombreux tubercules et foyers de caséification. I] existait des 
adénopathies inguinales bilatérales 4 centre caséeux, des adéno- 
pathies mésentériques et médiastinales non ramollies. 

En résumé, la viomycine, utilisée aux doses ci-dessus recom- 
mandées par Karlson, n’a permis la survie que de 3 cobayes 
sur 5. 

Cette protection n’a été que partielle et momentanée : 2 ani- 
maux sont morts dix jours aprés la fin du traitement ; le cinquiéme 
a été sacrifié le soixante-dixiéme jour. 

Une seconde expérience, réalisée sur un autre lot de 15 cobayes, 
inoculés par voie intradermique avec une dose vingt fois plus 
faible de bacilles, a confirmé ces premiéres constatations. Nous 
l’exposerons avec plus de détails par ailleurs [42]. 


Trois souches de bacilles (souche sensible H,, Rv, souche 
streptomycino-résistante 38673 et souche streptomycino-résis- 
tante G) ont pu étre réisolées a partir du pus des abcés, le 
vingtiéme jour du traitement, par la viomycine. L’étude de leur 
sensibilité vis-a-vis de la viomycine et de la Streptomycine a 
fourni les résultats résumés dans le tableau II. 

D’autres souches ont d’ailleurs été isolées des lésions cutanées 
au quarante-troisiéme jour du traitement par la viomycine 
(1 souche résistante, 38673, et 2 souches sensibles, M et 38817). 

En résumé, nous n’avons pas constaté l’apparition de viomycino- 
résistance ni de streptomycino-résistance in vivo apres passage 
sur le cobaye traité. On sait que, par contre, 4 la suite de 8 trans- 
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Tastzau Il. — Sensibilité a la Viomycine et 4 la Streptomycine, 
avant et aprés passage chez le cobaye traité par le premier de 
ces antibiotiques. 


APRES PASSAGE 
chez le cobaye ~ 
traifé par la Viomycine 


AVANT PASSAGE 
SOUCHES chez, le cobaye 


réisolées le 20° jour 


| Viontycine Streptomycine Viomycine Streptomycine 


0,5 (4) 0,5 
4 000 ae 4 000 
Souche Gi. . 4% 4 000 4 00 


(1) Les nombres expriment la quantité minima de wg par ml d’antibiotique qui n’inhibe? 
pas le développemeni de la culture en 12 jours. 


ferts en milieu liquide, Steenken a pu obtenir in vitro une souche 
de bacilles tuberculeux hautement résistante a la viomycine. 

ce) Toxicité pour Panimal. — Un lot de 5 cobayes neufs a regu 
chaque jour 20 mg de viomycine en deux injections. Nous n’avons 
constaté aucune action toxique. Aprés cinquante jours de traite- 
ment, les animaux ont conservé le méme poids. L’autopsie n’a 
pas montré de foyer de nécrose aux points d’mjection. L’examen 
histologique n’a révélé aucune lésion viscérale caractéristique. 

Des constatations identiques ont pu étre fattes chez des souris 
suisses de type Rockefeller traitées pendant vingt jours avee une 
dose de 175 mg par kilogramme et par jour de viomycine. 

d) Réactions allergiques. — Lallergie, aprés intradermo- 
réaction a la tuberculine brute, diluée au 1/10, s’est révélée faible 
ou nulle, le quatorziéme jour, chez les cobayes inoculés et non 
traités ; elle était alors, au contraire, trés nette, et se manifestait 
sous la forme de réactions nécrotiques, chez les animaux traités 
par la Streptomycine ou la viomycine. 


En conelusion : 1° La viomycine s’est montrée donée d’un fort 
pouvoir baetériostatique, in vitro, sur les souches de Mycobac- 
terium tuberculosis, streptomycino-sensibles ou streptomycino- 
résistantes, que nous avons éprouvées. 

2° Les milieux synthétiques décrits par Dubos conviennent 
parfaitement pour le dosage in vitro de ce pouvoir. 

3° La méthode in vivo par inoculation imtradermique chez le 
cobaye peut étre appliquée au titrage de la viomycino-sensibilité 
des souches de bacilles tuberculeux. 

4° La viomycine n’exerce in vivo, vis-a-vis de Mycobacterium 
tuberculosis, qwune action bactériostatique ; les lésions cutanées 
expérimentales renferment encore des bacilles vivants au quarante- 
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troisiéme jour du traitement ; l’infection tuberculeuse expérimen- 
tale, momentanément ralentie par l’antibiotique, reprend son 
évolution aprés cessation du traitement. 

5° Nous n’avons pas constaté, aprés vingt jours de traitement, 
de modifications de la viomycino-sensibilité des souches injectées 
au cobaye. ; 

6° Aucune action toxique n’a été observée, chez le cobaye, aux 
doses utilisées. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] A. C. Fintay, G. L. Hospy, F. Hocusrem, T. M. Lees, T. F. LENERT, 
J. A. Means, S. Y. P’An, P. P. Reena, J. B. Rourien, B. A. 
Sopin, K. B. Tare et J. H. Kane. Viomycin, a new antibiotic 
active against Mycobacteria. Am. Rev. Tub., 1951, 63, 1. 

[2] J. Earuica, R. M. Smirn, M. A. Penner, L. E. ANDERSON et 
A. C. Brarron Jr. Antimicrobial activity of Streptomyces 
Floridae and of Viomycin. Am. Rev. Tub., 1951, 63, 7. 

[3] G. L. Hossy, T. F. Lenprt, M. Donixian et D. Prxuza. The activity 
of Viomycin against Mycobacterium tuberculosis and other 
microorganisms in vitro and in vivo. Am. Rev. Tub., 1951, 
63, 17. 

[4] G. P. Youmans et A. Srewart-Youmans. The effect of Viomycin 
in vitro and in vivo on Mycobacterium tuberculosis, Am. Rev. 
Tub., 1951, 63, 25. 

[5] W. Sreenxen Jr et E. Wottsxy. Viomycin in Experimental 
Tuberculosis. Am. Rev. Tub., 1951, 63, 30. 

[6] A. G. Karnson et J. H. Gainer. The effect of Viomycin in 
Tuberculosis of Guinea Pigs, including in vitro Effects 
against Tubercle Bacilli Resistant to certain Drugs. Am. Rev. 
Tub., 1951, 63, 36. 

[71S Yo P’An, IT. V. Hatuey, J. C. Rey et A.-M. Prxicu. Vio- 
mycin. Acute and Chronic Toxicity in Experimental Animals. 
Am. Rev. Tub., 1951, 63, 44. 

[8] P. J. Conersos et H. Borsverr. Rev. Tub., 1949, 13, 344. 

[9] A. Meyer et R. Gattanp. Rev. Tub., 1950, 14, 124. 

[10] Er. Burner et Cu. Manroux. C. R. Soc. Biol., 1912, 73, 384. 

[44] Junranecte et C. W. Wrecwarp. J. exp. Med., 1935, 62, 23. 

326. 

[12] Cu. Gernez-Rreux, A. Tacguer et M"° Cnener. Ann. Inst. Pasteur 

de Lille, 1951, 4 (@ paraitre). 


ETUDE QUANTITATIVE 
DE L’ACTIVITE GRANULOPEXIQUE 
DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL 
PAR LINJECTION INTRAVEINEUSE D’ENCRE DE CHINE 
CHEZ LES DIVERSES ESPECES ANIMALES 


il. — RELATIONS ENTRE LES MODIFICATIONS 
DE LA COAGULATION DU SANG /n vitro 
SOUS L’EFFET DE L’INJECTION INTRAVEINEUSE 
DE DOSES CROISSANTES D’ENCRE DE CHINE 
ET SA REPARTITION DANS L’ORGANISME 


par G. BIOZZI, B. BENACERRAF, G. MENE et B.-N. HALPERN. 


(Laboratoire de Pathologie expérimentale de la Clinique médicale 
propédeutique de l’Hépital Broussais {M. Pasteur VALLERY- 
Ravot], C. N. R. S. et_C. N. R. Italiano.) 


Dans un travail précédent [1] nous avons décrit une méthode 
permettant l’exploration quantitative de Vactivité granulopexique 
du systéme réticulo-endothélial basée sur linjection intraveineuse 
d’une encre de Chine standard ayant une dispersion, une stabilité 
et une teneur en carbone connues. Nous avons étudié aussi bien 
chez le Rat que chez la Souris la cinétique de la disparition des 
particules de carbone du sang et leur accumulation pondérale dans 
les organes selon la dose d’encre injectée. 

Des résultats tout a fait imprévus ont été observés chez le Rat : 
ainsi lorsqu’on dépasse la dose de 16 mg de carbone pour 100 g, 
’épuration sanguine des particules de carbone se fait beaucoup 
plus rapidement que pour les doses inférieures, et s’accéléere 
encore avec l’augmentation de la dose. Avec. les doses infé- 
rieures 4 16 mg de carbone pour 100 g, seuls les territoires du 
foie et de la rate participent & la macrophagie, tandis que pour 
les doses supérieures on trouve des quantités importantes et 
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croissantes de carbone dans le poumon et accessoirement dans 
le rein. 

Il y a lieu de souligner que cet effet paradoxal des doses crois- 
santes d’encre de Chine sur la vitesse de |’épuration sanguine 
s observe également chez la Souris, mais avec des doses bien plus 
élevées et d’une maniére irréguliére. 

Chez cette espéce animale le niveau et la durée du séjour de 
l’encre dans la circulation sanguine sont proportionnels a la dose, 
jusqu’a une quantité de carbone qui est sensiblement le double 
de celle utilisée chez le Rat. 

L’objet de cette étude est d’expliquer le mécanisme de cette 
action paradoxale des doses croissantes d’encre de Chine sur la 
vitesse de l’épuration sanguine et sa distribution dans les organes. 
Ainsi qu’il résultera de l’exposé qui suit, cet effet reléve de l’action 
des particules de carbone sur certains facteurs intervenant dans 
le processus de la coagulation sanguine. 

Des travaux précédents réalisés chez le Lapin ont attiré l’atten- 
tion sur la chute du nombre des plaquettes dans le sang aprés 
injection intraveineuse de l’encre de Chine [2, 3}. Ces auteurs ont 
émis l’hypothése que les particules de carbone injectées s’accolent 
aux plaquettes et que c’est sous cette forme que celles-ci sont 
retenues dans le poumon. Aucune preuve, cependant, n’a été 
fournie 4 l’appui de cette hypothése. 

On peut rapprocher de ces faits l’observation de Midy [4] qui 
a noté que l’injection intraveineuse d’une suspension de carbone 
chez la Chauve-souris provoquait, lorsqu’elle était porteuse de 
parasites intestinaux, 4 ]’endroit de la fixation de ces parasites, 
des hémorragies pouvant étre fatales 4 l’animal. Cet auteur n’a 
pas cherché a expliquer ce phénoméne curieux. 

A notre connaissance, il n’a pas été rapporté dans la litté- 
rature d’autres fails sur une modification de la coagulation san- 
guine produite par l’administration intraveineuse d’encre de 
Chine. 

Les expériences relatées dans ce travail ont pour but d’étudier 
effet de l’injection de doses variées d’encre de Chine sur les 
taux des plaquettes et du fibrinogéne sanguin. 


‘TECHNIQUE. 


Nos expériences ont été faites sur le Rat blanc, dont le poids 
variait entre 110 et 140 g, et sur la Souris blanche de poids allant 
de 17 a 25 g. La méme encre commerciale (marque Pélikan) que 
dans I’étude précédente [4] a été employée dans ces essais. Cette 
encre contient 80 mg de carbone par centimétre cube et la taille 
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de ses particules, mesurée au microscope électronique, est 


d’environ 200 A. 

A partir de cette encre, des dilutions ont été faites dans du 
sérum physiologique contenant 1 p. 100 de gélatine. Les injections 
d’encre ont été faites dans la veine caudale de l’animal légérement 
anesthésié a l’éther. Les doses de 8, 16 et 48 mg de carbone pour 
100 g ont élé injectées chez le Rat et les doses de 16 et 48 mg de 
carbone pour 100 g chez la Souris. Ces mémes doses ont été 
employées dans le travail précédent pour l’étude de la granu- 
lopexie du systéme réticulo-endothélial. Des dosages de fibri- 
nogéne, des numérations de plaquettes ont été faites avant et aprés 
les doses d’encre injectées chez le Rat. Chez la Souris, seules les 
numérations de plaquettes ont été pratiquées. 

Pour ces deux espéces animales, les numérations de plaqueites 
ont été faites avec la technique suivante : I goutte de solution de 
sulfate de magnésium a 14 p. 100 légérement colorée avec du bleu 
de crésyl a été déposée sur le cété latéral de la queue de ]’animal 
préalablement lavée a Valcool et a |’éther. La veine de la queue a 
été piquée avec une fine aiguille a travers la goutte de la solution 
de sulfate de magnésium ; le sang sorti a été mélangé dans la 
goulte méme avec une fine baguette de verre. Le nombre de 
plaqueltes ainsi que celui des globules rouges ont été déterminés 
dans une inicrocellule & numération globulaire. Simultanément, 
une numération de globules rouges par millimétre cube a 
été faite avec la technique habituelle. Le nombre des plaquettes 
par millimétre cube de sang a été calculé par rapport au taux 
de globules rouges. Des témoins faits avec cette méthode ont 
montré que lerreur de la technique employée était de 
+ 10 p. 100. 

Les résultats obtenus sont rapportés comme moyenne des 
résultats pour chaque groupe d’animaux. 

Le fibrmogéne a été dosé en tant que fibrine par la méthode 
pondérale en employant du sang de 2 a 4 Rats pour chaque 
dosage. La récolte de sang a été faite par ponction du plexus 
veineux ophtalmique avee la technique décrite dans le travail 
précédent [4]. Le sang prélevé variait entre 0,5 et 1,5 ml par Rat. 
Avant d’étre saignés, les animaux ont recu des petites doses 
d@héparine pour permettre les prélévements de sang sans perte de 
fibrinogéne. De plus, le sang recueilli a été citraté A raison de 
1 ml de citrate 4 2,5 p. 100 pour 4 ml de sang. II a été ensuite 
centrifugé pendant une demi-heure a 4 000 tours et le plasma a 
été recueili. Au plasma citraté et dilué dans vingt} fois son 
volume de sérum physiologique on a ajouté de la thrombine 
purifiée (thrombase Roussel) en excés. Le tout a été mis a l’étuve 
a 37° jusqu’A complete coagulation de la fibrine. Celle-ci a été 
recueillie sur une baguette de verre et lavée A l’eau trois fois, a 
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Yaleool trois fois et A l’acétone deux fois. Elle a été séchée 
jusqu’a poids constant. Le taux réel de fibrine par millilitre de 
plasma a été calculé en tenant compte des dilutions successives 
et par rapport a l’hématocrite. C’est sous cette forme que les 
résultats sont présentés. 

Aprés avoir établi la teneur en fibrinogéne du sang du Rat 
normal, nous avons étudié l’influence des injections d’encre de 
Chine sur les modifications du taux de fibrinogéne plasmatique. 
Nous avons procédé de deux maniéres : chez les animaux du 
groupe A nous avons dosé le fibrinogéne aprés disparition de 
Vencre de la circulation ; chez les animaux du groupe B nous 
avons fait une premiére détermination avant |l’injection d’encre 
et une deuxiéme aprés la disparition de la circulation des parti- 
cules de carbone. Chez les animaux de ce deuxiéme groupe, une 
correction a été nécessaire pour tenir compte de la soustraction 
sanguine lors du premier prélévement. Cette correction a été faite 
sur la base des modifications de |’hématocrite. 


RESULTATS. 


A. TENEUR EN FIBRINOGENE DU SANG NORMAL DU Rar. — D’aprés 
®, déterminations portant sur 17 Rats nous avons trouvé que le 
taux de fibrinogéne chez les Rats normaux oscille entre 3,1 et 
3,6 mg par millilitre de plasma. On voit que |’écart individuel ne 
dépasse pas 13 p. 100 (tableau I). 


TasLEau I. — Variabilité du taux de fibrinogéne 
mesuré en tant que fibrine dans le plasma du Rat normal. 


FIBRINE 
NOMBRE DE RATS mg/cm? 


B. MopiricaTIONS DU NOMBRE DES PLAQUETTES SANGUINES ET DU 
TAUX DE FIBRINOGENE SOUS L’EFFET DE L’ENCRE DE CHINE. — 
a) Action sur les plaquettes sanguines. — Les chiffres rapportés 
dans le tableau II et la figure 1 montrent que l’injection d’encre de 
Chine a des doses allant de 16 4 48 mg de carbone pour 100 g 
cause une chute du nombre des plaquettes du sang qui est propor- 
tionnelle a la dose. 

b) Action sur le fibrinogéne plasmatique. — Comme on le voit 
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d’aprés le tableau II et la figure 2, la dose de 8 mg de carbone 
pour 100 g ne modifie pas pratiquement la teneur du sang en 
fibrinogéne. 

Avec une dose de 16 mg de carbone pour 100 g, on observe 
une diminution du fibrinogéne plasmatique de l’ordre de 25 a 
30 p. 100 environ. 


TasLeau I. — Effet de injection intraveineuse de doses croissantes 
de carbone sur le nombre de plaquettes du sang et sur le taux 
de fibrinogéne plasmatique mesuré en tant que fibrine chez 
le Rat. 


NOMBRE DES PLAQUETTES | 


FIBRINE ae 
par millimétre cube 


DUSE 
de carbone NOMBRE 


é 
ce de Rats Avant Aprés 
en mg linjection linjection 
pour 100 g d’encre d’encre 
mg/cm? 


Avant Aprés 
Vinjection linjection 
d’encre d’encre 


621 000 642 000 
800 000 760 000 
680 000 647 000 


000 570 000 
000 417 000 


000 201 000 
000 258 000 
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Fic. 4. — Modification du taux des plaquettes sanguines chez le Rat 


sous l’effet de l'injection intraveineuse de 8, 146et 48 mg de carbone pour 100 g. 
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Lorsqu’on injecte une dose d’encre de 48 mg de carbone pour 
100 g, on observe alors une diminution considérable du taux de 
fibrinogéne. Cette chute de fibrinogéne plasmatique atteint en 
moyenne 70 p. 100. 


C. AcTION D’UNE DOSE LLEVEE DE CARBONE SUR LE TAUX DES 
PLAQUETTES SANGUINES CHEZ LA Souris. — Les résultats présentés 
dans le tableau III montrent que la dose de 48 mg de carbone 


Gy ee as 


Ne) 


~ 


my de fihrine Gc plasma 


O S wil Gs 148 


Dose oe carbone nyeclee mgr/roogr 


Fic. 2. — Modification du taux de fibrinogéne plasmatique chez le Rat 
sous l’effet de linjection intraveineuse de 8,16 et 48 mg de carbone pour 100 g 


pour 100 g n’influence pas le nombre des plaqueltes dans le sang 
de la Souris. On se rappelle que cette dose, qui est d’ailleurs la 
dose limite bien tolérée par l’animal, a causé chez le Rat un 
effondrement du taux des plaquettes du sang et du fibrinogéne 
plasmatique. 


Discussion. 


Les résultats présentés dans le tableau II montrent clairement 
que sous l’influence de doses élevées de carbone, il se pro- 
duit chez le Rat une thrombocytopénie et une diminution du taux 
de fibrinogéne plasmatique. 

Pour expliquer la filiation de ces phénomeénes, nous proposons 
Vinterprétation suivante : 11 est probable que les particules de 
carbone, de dispersion uniforme et de taille d’environ 200 ‘A, 
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injectées au Rat A une dose supérieure 4 16 mg de carbone pour 
100 g, provoquent la libération de thromboplastine 4 partir des 
plaquettes ou bien aux dépens d'autres tissus. Cette thrombo- 
plastine peut causer la coagulation d’une partie importante du 
fibrinogéne de Vanimal. Cette coagulation est en plus favorisée 
par la surface considérable fournie par les particules de carbone 
injectées. 

Lorsque la fibrine précipite, elle entraine les particules de 
carbone avec elle et en cause la coalescence. A mesure qu’ils 
sont formés, les microcoagulums de fibrine contenant les parti- 
cules de carbone sont arrétés et collés sur la surface des capil- 
laires pulmonaires principalement. 

Ainsi, les résultats signalés plus haut donnent une explication 
rationnelle des phénoménes observés au cours de l'étude de la 
disparition de la circulation, chez le Rat, de lencre de Chine lors 
de l’injection des doses croissantes d’encre. 

L’épuration de plus en plus rapide du carbone du sang causée 
par des doses d’encre supérieures 4 16 mg de carbone pour 
100 g résulte du phénoméne de microcoagulation de la fibrine 
et de la coalescence de particules de carbone avec les micro- 
caillots. Ceux-ci sont retenus dans le poumon et disparaissent 
ainsi de la circulation. 

Les résultats présentés dans le tableau III montrent que chez 
la Souris, la dose de 48 mg de carbone pour 100 g ne cause pas 
de diminution sensible du taux des plaquettes du sang. Chez cette 
espéce animale, le phénomene de l’épuration accélérée du sang 
pour les doses croissantes de carbone n’a été observé qu’avec des 
doses de carbone plus élevées, et encore d’une facon trés irré- 
guliére et trés atténuée. 


Tasteau Ill. — Effet de injection intraveineuse de la dose de 48 mg 
de carbone pour 100 g sur le nombre de plaquettes chez la 
Souris. 


NOMBRE DE PLAQUETTES 


DOSE DE CARBONE INJECTEE par millimétre cube 


en mg 


pour 100 g __ Avant Aprés 
Vinjection d’encre Vinjection d'encre 


eS 


585 000 580 000 
605 000 582 000 
726 000 643 000 
632 000 660 000 
419 000 453 000 
524 000 - 396 000 
449 000 453 000 
524 000 634 000 
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fl y a une relation constante entre la disparition rapide des 
particules de carbone du sang et la chute du taux des plaquettes 
sanguines. 

Ces faits rendent compréhensible la différence de comporte- 
ment de ces deux espéces animales a l’égard des doses élevées 
d’encre de Chine. 

Comme on l’a rapporté dans le travail précédent [4], 1’ étude 
du sort du carbone dans les divers organes du Rat nous a permis 
de conclure que pour les doses de carbone supérieures, on trouve 
une accumulation importante de carbone dans les poumons. II 
semble done que la fixation pulmonaire soit conditionnée soit par 
la taille plus grande des particules agglutinées par la fibrine, soil 
par Virritation causée par Ja coalescence des particules de car- 
bone, provoquée par la fibrine, sur la surface de l’endothélium 
capillaire pulmonaire. 

Ceci rappelle d’une maniére frappante les faits observés par 
Wright [2] avec les cultures de pneumocoque injectées par voie 
veineuse chez le Lapin : chez les animaux normaux, il n’observe 
pas de phagocytose pulmonaire ni d’agrégation de bactéries, 
tandis que chez les animaux immunisés les germes agglutinés 
sont retenus dans les poumons et phagocytés soit par les granu- 
locytes, soit par des cellules mononucléaires. 

Cette étude confirme, en outre, les conclusions présentées dans 
le travail précédent [4] : pour l’exploration quantitative de la 
fonction granulopexique du foie et de la rate chez le Rat, il faut 
se limiter aux doses inférieures & 16 mg de carbone pour 100 g. 

Nos résultats permettent d’éclaircir le mécanisme intime des 
faits observés par d’autres auteurs qui avaient déja remarqué 
que la chute des plaquettes provoquée par l’injection intravei- 
neuse de l’encre de Chine était un facteur important dans le déter- 
minisme de la fixation de celle-ci par le poumon. 

Nos résultats expérimentaux expliquent aussi les _ acci- 
dents hémorragiques spontanés observés par R. Midy [4] au 
niveau des lésions parasitaires intestinales de la Chauve-souris 
a laquelle on administre des doses importantes d’encre de 
Chine. 

Cette étude définit également les limites dans lesquelles les 
particules de carbone de taille et de dispersion uniformes, selon 
la technique employée, peuvent influencer la microcoagulation 
in vivo. Elle constitue, enfin, un moyen d’étude des facteurs 
influencant la microcoagulation de la fibrine in vivo chez le Rat. 
En employant des doses de carbone qui, ou bien n’influencent 
pas la coagulation du sang in vivo, ou bien, au contraire, la pro- 
voquent, on peut, en effet, étudier au moyen de la cinétique de 
la disparition du carbone de la circulation et de son accumulation 
dans le poumon, les effets sur la coagulation de la fibrine in vivo 
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de cerlains facteurs qui l’influencent in vitro. Ceci fera l'objet 
dune étude ultérieure. 
CoNCLUSIONS. 


On a étudié chez le Rat et la Souris V’influence de I’injection 
intraveineuse de doses croissantes de carbone sur la teneur du 
sang en plaquettes et en fibrinogéne. Chez le Rat, les doses de 
carbone allant jusqu’éa 8 mg pour 100 g ne modifient aucun de 
ces facteurs. Avec la dose de 16 mg de carbone pour 100 g et avec 
des doses plus grandes, on note une chute aussi bien des 
plaquettes que du fibrinogéne dont Vimportance est propor 
tionnelle & la dose de carbone injectée. 

Chez la Souris on ne note pas, méme avec des doses de carbone 
relativement élevées, de modification du taux des _ plaquettes 
sanguines, 

Le fait que les mémes doses de carbone ne produisent pas de 
modifications similaires de la coagulation sanguine in vivo chez 
le Rat ct chez la Souris explique la différence de leur compor- 
tement quant a la cinélique de l’épuration sanguine et quant a la 
répartition du carbone dans les organes, lors de l’injection de 
doses croissantes de carbone. 

Une hypothése a été proposée rattachant a la microfloculation 
de la fibrine in vivo, Veffet paradoxal des doses croissantes de 
carbone chez le Rat, sur lépuration sanguine et sur l’accumu- 
lation, si parliculiére, des granules de carbone dans les divers 
organes. 
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RECHERCHES COMPARATIVES 
SUR ACTINOBACTERIUM CELLULITIS 
ET ACTINOBACTERIUM BAUDETI 


par A. R. PREVOT, C. MAZUREK et P. TARDIEUX (‘). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


INTRODUCTION. 


Dans une série de travaux antérieurs, il a été démontré que 
les actinomycoses humaines reconnaissent au moins quatre agents 
étiologiques : Actinobacterium israeli {4}, Actinobacterium abs- 
cessus [2], Actinobacterium meyeri [8] et Actinobacterium cellu- 
litis [4 et 5]. 

Comme l’a montré Brygoo [6], la reproduction expérimentale 
de ces actinomycoses échoue avec les cultures pures, quelle que 
soit la voie d’introduction, quand on prend le cynocéphale comme 
animal] d’expérience. Il y a donc un premier probléme jusqu’ici 
irrésolu, c’est le mode d’action de ces anaérobies, si redoutables 
pour l’espéce humaine et si inoffensifs pour le singe. 

En essayant de résoudre ce probléme par |’extraction d’anti- 
génes a partir de corps microbiens, la concentration des fractions 
et leur essai sur l’animal, nous avons mis en évidence une com- 
munauté antigénique entre le germe d’une actinomycose humaine 
A. cellulitis et Je germe d’une actinomycose animale A. baudeti. 

Avant de donner l’origine de nos souches, exposons d’abord 
Vhistorique assez compliqué du germe de l’actinomycose du chien 
et du chat. 

En 1934, E. Baudet [7] décrit sous le nom d’Actinomyces canis 
un anaérobie facultatif poussant mieux en atmosphére de CO,, 
comme cause d’actinomycose du chien. Ce germe a été trouvé 
dans trois cas bien caractérisés par un pus a grains jaunes. Avec 
les cultures pures, il reproduit facilement la maladie chez le 
chien. 

En 1939, puis en 1942, A. Brion [8] retrouve le méme germe 
dans diverses formes d’actinomycose du chat et du chien, le 
redécrit bien et le figure parfaitement. C’est toujours un anaérobie 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 
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facultatif, poussant mal en aérobiose et beaucoup mieux en atmo- 
sphere de CO,. Toutefois la lecture des caractéres culturaux nous 
incite a croire qu'il s’agit plutot d’un anaérobie « de prédi- 
lection » microaérophile. A. Brion propose de le nommer Acti- 
nomyces baudeti, car le vocable proposé par Baudet, A. canis, 
a été employé en 1894 par Gasperini pour remplacer le terme 
de Cladothrix canis Rabé 1888 (Videntité de ces derniers n’ayant 
pas été prouvée). 


ORIGINE DE Nous soucHES. — La souche 394 G q@’A. cellulitis qui 
a servi 4 nos recherches est celle qui a été isolée par Lattés et ses 
collaborateurs et étudiée par Linhard [5] en 1949. Elle provient 
dune cellulite jugale d’origine dentaire et d’allure actinomyco- 
sique observée chez un homme jeune, ow elle fut isolée en méme 
temps que Staphylococcus anaerobius et Fusiformis fusiformis 
associé a un Tréponéme anaérobie. Elle n’est pas pathogéne en 
culture pure. 

La souche 565 d’A. baudeti que nous avons utilisée a été isolée 
par Goret et Joubert d’une ascite actinomycosique du chien. 
Nous les remercions vivement de nous avoir envoyé cette souche. 
Un travail d’ensemble sur les actinomycoses du chien et du chat 
sera publié séparément par ces auteurs. 

Nous n’hésitons pas 4 nommer A. baudeti cette souche car ses 
caractéres culturaux répondent exactement a ceux qui ont été 
décrits par A. Brion [8]. Toutefois, son degré d’anaérobiose est 
nettement plus marqué: aucune culture en présence de lair ; 
arrét de la culture en gélose profonde a 2 mm de la surface libre 
et maximum de croissance dans la zone critique ; il s’agit donc 
bien d’un anaérobie microaérophile. 


COMPARAISON DES DEUX soucHES. — Du point de vue de la mor- 
phologie, nous ne constatons pas de différence sensible entre les 
deux souches. Elles répondent toutes deux a la définition du genre 
Actinobacterium. 

Du point de vue de la physiologie et des caractéres culturaux, 
voici les petites différences que nous avons observées : 

1° Du point de vue des facteurs de croissance : 

A. cellulitis est sérophile obligé ; 

A. baudeti exige un extrait de cervelle. 

2° Du point de vue fermentaire : 

A. cellulitis fait fermenter glucose, lévulose, saccharose et 
amidon ; 

A. baudeti ne fait fermenter que glucose, saccharose et amidon. 

Le type fermentaire de A. cellulitis est acéto-formique-lactique. 
_Le type fermentaire de A. baudeti est propioni-formique-lac- 
tique. 
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Les nitrates sont réduits en nitrites par le premier en neuf 
jours en présence de lévulose, lactose, maltose, glycérine et 
amidon et par le second en trois jours en présence de tous les 
glucides étudiés. 

Le premier ne donne pas d’indol; le second en produit des 
traces en vingt-quatre heures. 

Par contre, le premier donne des traces de scatol aprés huit 
jours, alors que le second n’en donne pas. 

3° Du point de vue du pouvoir pathogeéne : 

Tous les deux tuent le cobaye en dix a quinze jours sans repro- 
duire l’actinomycose, et les filtrats tuent irréguliérement les souris 
sans provoquer de lésion spécifique. 

Il s’agit donc de deux microbes extrémement voisins et il semble 
bien difficile de trouver des caractéres culturaux suffisamment 
tranchés pour séparer les deux espéces : aussi avons-nous essayé 
de trouver des caractéres différentiels dans 1’étude biochimique 
des antigénes de ces anaérobies. 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES. — Essayer de résoudre le pro- 
bléme de lidentité ou de la non-identité des espéces A. baudeti 
et A. cellulitis par la méthode courante de la séro-agglutination 
aboutit a une impossibilité matérielle, puisque les deux souches 
poussent en grumeaux trés cohérents, difficiles 4 dissocier, auto- 
agglutinants, laissant le milieu absolument limpide. 

I] s’agissait donc d’extraire un antigéne des corps microbiens 
et de le soumettre aux précipitations croisées par les sérums 
anti-baudeti et anti-cellulitis. 


Move pD’ExTRACTION. — Nous avons employé la technique de 
Julianelle et Wieghard [44] et celle de Webb [42], modifiées par 
B. Nisman (1). Toutes les manipulations sont effectuées en 
chambre froide (0°). On centrifuge 25 1 de culture de douze a 
quinze jours de A. cellulitis en bouillon VF + sérum et 25 | de 
culture du méme age de A. baudeti en bouillon VF + extrait de 
cervelle. Les culots microbiens sont repris dans 150 cm* de NaOH 
0,05 N et on laisse pendant vingt heures a 60°. On refroidit, puis on 
centrifuge quarante-cing minutes. 

Le surnageant est recueilli et traité par CCl, COOH 5 N pour 
amener le pH entre 8,5 et 4. On laisse trente minutes et on centri- 
fuge pendant quinze minutes. Le surnageant est alors traité par 
4 volumes d’éthanol, soit 600 cm*, pendant trente minutes. On 
centrifuge pendant trente minutes. Le culot est dissous dans 
50 cm® d’eau distillée, additionnée de 5 cm*® de CCl, COOH a 


(1) B. Nisman. Travaux inédits. Nous remercions vivement notre colla- 
borateur B. Nisman d’avoir bien voulu nous enseigner sa technique. 
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50 p. 100. On laisse vingt minutes, puis on centrifuge trente 
minutes. Le surnageant est précipité par 5 volumes d’éthanol 
absolu ; on laisse huit 4 douze heures a 0°. On centrifuge trente 
minutes. Le précipité est lavé plusieurs fois a l’alcool, puis a 
l’éther et desséché dans le vide. On obtient une poudre blanche 
facile 4 conserver et & manipuler. Le rendement est de 60 mg 
pour 25] de A. cellulitis et de 50 mg pour 25 | de A. baudeti. 


Dosace ve N, P er ciucipes. — Cette fraction a été soumise 
4 une analyse sommaire en vue d’y doser N, P et les glucides (2). 
Les chiffres donnés ci-dessous sont les moyennes de trois 
titrages. 
A, cellulitis A, baudeli 


p- 100 p. 100 
ING Pept heat oe) em per et ome i ten Une} 8,1 
sit oecrate saleeiee ks wiemrey 2 Eiepue Rustanao tye babs 0, 2475 0,1516 
Glucides aprés hydrolyse (exprimés en glu- 

Goes i oc cc: no eee “ereayon. 23,1 


On voit, par ces dosages, que malgré des différences assez 
sensibles de chacun des trois constituants, il s’agit probablement 
de composés voisins. 


PREPARATION DES SERUMS ANTI-MICROBIENS. — Etant donné la 
grosseur et la cohérence des grumeaux microbiens, il a fallu les 
homogénéiser par passage au broyeur-mélangeur pour obtenir 
des suspensions injectables. Ces suspensions étaient trente fois 
plus concentrées en microbes que les cultures : les culots de 3 | 
de cultures étaient repris par 100 cm* d’eau physiologique et 
formolés a 1 p. 1000. Chaque lapin recut huit a dix injections 
intraveineuses a intervalles de deux jours et fut saigné cing jours 
aprés la derniére injection (la mortalité fut trés élevée au cours 
de cette immunisation). 


\nsuttats. — A. Agglutinations homologue et hétérologue des 
corps microbiens homogénéisés. 


A. cellulitis A. baudeti 


=F ee _. {totaled 4/640 totaled 1/640 
Bern jan ce Elles ops a aeialte Wd Ta60, Ua parelie aan MesD 
ve ‘ : { totale & 41/640 totale a 1/640 
CrOta an Ut naaa ert | partielle A 4/41 280 partielle & 1/4 280 


(2) L’azote a été dosé par la méthode de Kjeldahl ; le phosphore par 
*la méthode de Fiske et Subbarow modifiée par Honeker et collabora- 


teurs [10] ; les glucides aprés hydrolyse par la méthode de Hagedorn- 
Jensen. 
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On voit déja, par ce tableau, qu’il existe une communauté anti- 
génique trés marquée, puisqu’il n’existe pas de différence entre 
les taux d’agglutinations homologues et hétérologues. 

I] s’agissait ensuite de voir si la substance que nous avons 
extraite est l’antigeéne commun aux deux espéces. 

B. Floculations homologue et hétérologue des extraits micro- 
biens. (Suivant que les tubes ont été agités ou non, on observe 
une floculation ou une précipitation en anneau. Mais les taux 
sont les mémes.) 


A. cellulitis A. baudeli 
Serum) anti-cellulitisns = as stale < 4/20 4/20 


Sérum anti-baudeti......... 4/20 4/20 


Ainsi l’extrait obtenu est bien antigénique, et cet antigéne est 
commun aux deux microbes: pour obtenir la floculation ou la 
précipitation, il faut en utiliser 5 mg contenus dans 1 cm*® et, 
quel que soit le sérum, le taux actif est le 1/20. 


CONSEQUENCES TAXONOMIQUES. 


Bien que beaucoup moins fréquent que le couple Spherophorus 
funduliformis-Spherophorus necrophorus (dont l'un est Vagent 
des nécrobacilloses humaines et l’autre celui des nécrobacilloses 
animales, tous deux trés voisins morphologiquement et physio- 
logiquement et possédant un antigéne commun), le couple A. cellu- 
litis-A. baudeti pose un probléme paralléle. 

A. cellulitis est le germe d’une forme d’actinomycose humaine. 

A. baudeti est celui d’une forme d’actinomycose animale (féline 
et canine). 

Un premier point peut déja étre résolu:: ils appartiennent au 
méme genre. L’historique du genre Actinobacterium, sa priorité 
sur les autres synonymes ont été longuement exposés ailleurs [9] 
et nous n’y reviendrons plus. C’est done au genre Actinobacterium 
qu’il faut rapporter les deux espéces. 

Nous ne discuterons pas non plus les raisons qui ont amené 
A. Brion a substituer le vocable baudeti au vocable canis. La 
gravité du probléme réside dans l’identité ou non des deux 
microbes. Les différences, si minimes soient-elles, existent : 
anaérobiose beaucoup plus marquée chez A. cellulitis et type 
fermentaire légérement différent ; les similitudes sont multiples 
et la plus importante est la communauté d’un antigéne. Nous ne 
pensons cependant pas avoir le droit de les identifier, et nous 
aurions plutét tendance, en attendant de nouveaux faits, a consi- 
dérer A. cellulitis comme une variété de A. baudeti. 


178 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


CONSEQUENCES EPIDEMIOLOGIQUES. 


La fréquence des actinomycoses animales a A. baudeti (Baudet ; 
Brion ; Goret et Joubert) nous améne a penser que le réservoir de 
germes est le chien ou le chat; la rareté des actinomycoses 
humaines a A. cellulitis (cas unique de Lattés, Prévot, Linhard, etc.) 
nous améne A penser que ces derniéres seraient des contami- 
nations de l’homme par les chats et les chiens. Nous nous propo- 
sons de continuer nos recherches pour donner des solutions a ces 
questions. En attendant une solution définitive, nous proposons 
d’appeler l’un Actinobacterium baudeti et autre A. baudeti var. 
cellulitis. 

CoNcLusiIons. 


1° Une souche d’A. cellulitis provenant d’une actinomycose 
humaine a été comparée a une souche d’A. baudeti provenant d’une 
actinomycose du chat. A cété de nombreuses similitudes morpholo- 
giques et physiologiques, quelques différences ont été mises en 
évidence (facteur de croissance, type fermentaire). 

2° Des sérums agglutinants ont été préparés contre chacune des 
deux souches. Leurs taux d’agglutination croisée, homologue et 
hétérologue, sont identiques. 

3° De chacune des deux souches a été séparé un antigéne soma- 
tique contenant azote, phosphore et un glucide. Cet antigéne est 
précipité au méme taux par le sérum homologue et le sérum 
hétérologue. 

4° Les deux souches, trés voisines, appartiennent au genre Acti- 
nobacterium. A. cellulitis apparait, a la lumiére de ces faits, comme 
une variété d’A. baudeti, variété dont l’anaérobiose est plus mar- 
quée et présentant un antigéne commun avec ]’espéce-type. L’acti- 
nomycose humaine a A. cellulitis pourrait reconnaitre le chien et 
le chat comme réservoir de germes. 
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LA CELLULOLYSE BACTERIENNE. 
IMPORTANCE DES TECHNIQUES POUR SON ETUDE 


par J. POCHON et M7 BAY. 


(Institut Pasteur. Service de Microbie technique, 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


Il est extrémement difficile, a la lecture des travaux récents, de 
se faire une idée claire du phénoméne de la dégradation biologique 
de la cellulose dans la nature, qu’il s’agisse du sol ou du tube 
digestif, en particulier des Ruminants. Les notions classiques ont 
été bouleversées par la mise en ceuvre de techniques nouvelles, 
surtout par l'utilisation de substrats cellulolytiques variés. De plus, 
V’étude des cellulases a fait récemment des progrés considérables 
et les bactériologistes n’ont pu encore en tenir compte dans la mise 
au point de leurs techniques. 

On sait que classiquement la cellulolyse était attribuée, dans le 
sol, en aérobiose, & un petit nombre d’espéces spécialisées, Cyto- 
phaga et Vibrio ; en anaérobiose, 4 des bactéries sporulées. Elle 
était iattribuée, dans le tube digestif, & des bactéries sporulées 
anaérobies. Dans tous les cas, le test de cellulose utilisé était la 
feuille de papier filtre. 

La substitution au papier filtre de cellulose trés plement broyée 
ou précipitée a, plus récemment, fait admettre le rdle, dans le sol, 
en aérobiose, d’un nombre important d’espéces appartenant aux 
genres Bacillus, Corynebacterium, Actinomyces ; dans le sol et en 
anaérobiose, de bactéries sporulées et exceptionnellement de cocei ; 
dans le tube digestif, uniquement de cocci et de bactéries non 
sporulées, si l’on ajoute aux milieux de culture des quantités 
importantes de filtrat de contenu de panse. 

Mais, par ailleurs, les notions précédentes doivent étre révisées 
en raison des travaux de Reese et de ses collaborateurs qui ont 
montré que le systéme enzymatique, jusqu’a présent considéré 
comme simple, la cellulase classique, était complexe et comprenait 
deux enzymes ; un enzyme C,, rompant les chaines de la cellulose 
fibreuse : un enzyme Cx dégradant ultérieurement ces chainons en 
glucose. Les germes porteurs de Cz seul, et ce sont les plus 
nombreux, ne peuvent hydrolyser que la cellulose précipitée, peu 
polymérisée, et non la celluluse fibreuse. Sur cette derniére, seuls 
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agissent les germes, beaucoup moins nombreux, équipés de C, et 
de Cx. Ce sont les vrais cellulolytiques, les cellulolytiques complets 
et le test A la cellulose précipitée ne peut suffire a les identifier. 

On voit donc que les techniques jouent un rdle considé- 
rable dans la mise en évidence de la cellulolyse bactérienne 
(J. Pochon [4, 2]) (1). Les résultats divergents apportés par les 
auteurs tiennent essentiellement a l'utilisation de techniques diffé- 
rentes. Aussi nous a-t-il semblé utile d’appliquer a la fois au sol 
et au tube digestif toute une série de techniques, les mémes pour 
ces deux milieux et de comparer les résultats obtenus ; travail en 
quelque sorte écologique, sans chercher a déterminer les espéces 
de fagon précise, autrement que par leur morphologie. Nous ne 
dépassons donc pas le stade systématique du genre, ce qui suffit 
pour le but que nous nous proposons. 


TECHNIQUES. 


La gamme des techniques utilisées est trés étendue. 


I. CeELLULOLYSE EN AEROBIOSE. — 1° Plaques de silico-gel impré- 
enées avec la solution saline standard de Winogradsky additionnée 
d’azote nitrique et recouvertes d’une feuille de papier filtre 
(Durieux III), puis ensemencées avec des grains de terre ou des 
particules de contenu de panse. 

2° Plaques de silico-gel imprégnées de la méme fagon et recou- 
vertes d’une suspension de cellulose précipitée. Celle-ci est elle- 
méme préparée selon deux procédés 

a) 200 cm*® d’acide sulfurique concentré sont additionnés de 
120 cm® d’eau distillée. Le mélange, porté 4 57°, est versé sur 10 g 
de coton. Contact dix secondes, puis on verse 1 1 d’eau froide. On 
laisse déposer ; on lave la cellulose qui est ensuite mise a sécher 
et remise en suspension. 

b) On étend a 300 em’, avec de l’eau, 270 em® d’acide chlorhy- 
drique concentré. On ajoute du coton en quantité suffisante pour 
absorber complétement l’acide. Contact de vingt-quatre heures A 
froid. Laver. Sécher. Suspension aqueuse broyée pendant trente- 
six heures dans un agitateur avec billes de verre. 

3° Papier enfoui dans la terre, soit avec la technique de la 
colonne de terre, soit papier enfoui directement dans un pot de 
terre, verlicalement (le papier est plié en quatre épaisseurs, les 
prélévements sont faits sur les plis intérieurs, gagnés par la cellu- 
lolyse). Dans les deux cas, l’attaque en aérobiose correspond a la 
partie supérieure, proche de la surface du papier. De la méme 
fagon nous avons enfoui du papier dans du contenu de panse. 


(1) Une bibliographie sera trouvée a la fin de ces deux articles. 
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If. CetiuLoiyse EN aNaERopiose. — 1° Papier enfoui, comme il 
vient d’étre dit. Les prélévements sont faits a la partie inférieure 
du papier, loin de la surface, correspondant A la zone d’anaéro- 
biose. 

2° Milieu liquide de Hungate additionné de papier filtre. 

3° Milieu de Hungate gélosé a la cellulose précipitée. 

4° Milieu de Hungate gélosé avec feuille de papier filtre contre 
la paroi du tube. 

5° Milieu K.S.G.A. de Sijpesteijn avec différentes concentra- 
tions de filtrat de panse et d’eau de levure. 

Les cultures ont été faites 4 23° pour le sol et 4 37° pour la panse. 
On notait soigneusement les modifications (consistance, couleur) 
du papier, l’aspect des colonies et leur auréole claire sur milieu 
solide a la cellulose précipitée. Les prélévements étaient effectués 
réguliérement et les examens microscopiques faits a l’état frais et 
aprés coloration par ]’érythrosine phéniquée ou par la méthode de 
Gram, en lumiére ordinaire et en lumiére polarisée. 


R&suLtTats. 


I. CELLULOLYSE DANS LE SOL EN ANAEROBIOSE. — Deux échantillons 
de terre ont été examinés : une terre de jardin, un terreau riche en 
matiére organique. 

Sur silico-gel au papier, le terreau nous a donné presque unique- 
ment des Vibrio, comme il fallait s’y attendre, assez variés 
ailleurs dans leur pouvoir chromogéne (jaune ocre, jaune serin, 
vert...). Dans la terre de jardin il y avait quantités équivalentes de 
Vibrio (les mémes, plus un Vibrio a pigment violet) et de Cyto- 
phaga (presque toujours des Sporocytophaga) et quelques colonies 
de champignons. 

Ces résultats sont absolument classiques et correspondent a 
la description de Winogradsky. Avec cette technique ce sont les 
seuls germes mis en évidence. 

Sur silico-gel 4 la cellulose précipitée ou finement broyée méca- 
niquement, nous n’avons tenu compte que des colonies s’entourant 
d’une zone de lyse de la cellulose. D’une maniére générale, la 
pigmentation est beaucoup moins accentuée que sur papier et 
plus rare. Les images obtenues avec la terre de jardin et le terreau 
étaient semblables : quelques Vibrio et Cytophaga, des champi- 
gnons assez nombreux, des batonnets se colorant et surtout ne se 
colorant pas par la méthode de Gram, des Corynebactéries, pas de 
cocci. (Une cause d’erreur est a éviler : sur ce milieu les Sporo- 
cytophaga prennent trés rapidement leur forme microcyste qui 
pourrait étre prise pour des cocci.) 

La cellulose précipitée met donc en évidence des germes beau- 
coup plus variés. Le fait est classique également. Doit-on admettre 
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pour tous un vérilable pouvoir cellulolytique ? Les recherches de 
Reese sur les cellulases ne semblent pas le permettre. La question 
sera traitée plus loin, au chapitre de discussion. 

Sur feuille de papier en colonne de terre ou enfouie dans le sol 
on note, surtout avec le terreau et enfouissement en pot, une 
prédominance trés nette des champignons avec quelques rares 
Vibrio. Les Cylophaga sont exceptionnels. Les autres types de 
bactéries sont absents. Ainsi, dans ces conditions — les plus 
proches des conditions naturelles — le rdle des bactéries parait 
assez effacé par rapport a celui des champignons. 


II. CELLULOLYSE DANS LE SOL EN ANAEROBIOSE. — Sur colonne de 
ierre et papier enfoui en pot on retrouve exceptionnellement, en 
profondeur, quelques Cyfophaga, mais ce sont encore les champi- 
gnons qui dominent, associés a des bactéries 4 Gram-positif ou 
négatif sporulées. Les bactéries sont plus nombreuses aux points 
atlaqués par les champignons. . 

Nous retrouvons donc ici les bactéries mises en évidence par 
les méthodes d’ensemencement en milieu liquide avec feuille de 
papier filtre, & savoir les hactéries sporulées, mais ici encore, 
dans les conditions naturelles, les champignons semblent jouer un 
role capital. 

En milieu K.S.G.A. avec filtrat de panse (25 p. 100), les fermen- 
tations du papier filtre, aprés ensemencement avec la terre de 
jardin ou le terreau, sont rapides (trois jours) et les passages se 
font facilement de tube a tube. Ce milieu présentait pour nos expé- 
riences un intérét particulier, en ce sens qu'il permettait de voir 
si, en ajoutant des facteurs de croissance aux milieux habituel- 
lement utilisés pour le sol, analogues 4 ceux employés pour la 
panse, des espéces autres que les bactéries sporulées classiques 
du sol pourraient étre mises en évidence, ce qui d’ailleurs, a priori, 
élait peu vraisemblable ; de fait, il n’en a rien été et, dés le 
premier ensemencement, ce sont les bactéries sporulées qui, pra- 
ae seules, sont apparues comme responsables de la cellu- 
olyse. 


III. CELLULOLYSE DANS LA PANSE DE BOEUF. — Examen direct. — 
Il a été effectué une heure aprés le prélévement aux abattoirs, sur 
plusieurs échantillons provenant de bétes différentes. 

On note trés peu de batonnets sporulés ou non et une prédomi- 
nance considérable des cocci groupés en énormes amas sur les 
débris de tissus végétaux. 

_En dehors des cocci irréguli¢rement groupés, de taille et d’affi- 
nité tinctoriale diverses, au moins trois types ont pu étre morpho- 
logiqueinent identifiés. 

1° Cocci groupés en longues chaines, volumineux (environ 3 y, de 
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diamétre), elliptiques, le grand axe du coccus étant perpendicu- 
laire & l’axe de la chaine (image en « pile d’assiettes »), trés tassés 
les uns sur les autres, ne se colorant pas par la méthode de Gram 
(fig. 1). Ces germes sont assez rares et, le plus souvent, éloignés 
des débris de tissus en cellulolyse. 

2° Cocci en chainettes courtes, ovoides, le grand axe étant aligné 
sur celui de la chaine, assez distants les uns des autres dans ces 
chaines. Celles-ci sont presque toujours bifurquées en Y. Chaque 
élément mesure environ 1 y, sur 2 y. Se colorent par la méthode de 
Gram (fig. 2). Eux aussi sont assez rares et a distance des éléments 
tissulaires en cellulolyse. 

3° Cocci en amas extrémement volumineux, formant des masses 


Fic. 4 et 2. — Cocci de la panse. 


compactes sur les tissus végétaux ; de ces amas s’échappent des 
chaines plus ou moins longues mais, le plus souvent, longues. 
C’est dans ces chaines que la morphologie peut étre définie : 
cocci trés petits (1 »), réguliers, trés rapprochés les uns des autres 
dans les chaines qui ne sont jamais ramifiées et assez flexueuses. 
Ne se colorent pas par la méthode de Gram (fig. 3). Ce sont de 
beaucoup les plus nombreux et ceux qui paraissent surtout 
responsables de l’attaque des tissus végétaux. 

Si on laisse le contenu de panse a la température du labora- 
toire (et mieux a4 37°) et si des examens sont faits réguliérement, 
on voit, a cété des cocci, dont le nombre n’augmente pas, se déve- 
lopper des bactéries sporulées en quantités importantes. Nous 
verrons plus loin J’interprétation de ce phénoméne. 

Ensemencement sur silico-gel au papier. — Sur ce milieu essen- 
tiellement aérobie, il n’y a pratiquement pas de culture, comme 
il fallait s’y attendre. Cependant un Vibrio, a développement trés 
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lent, a pu étre isolé. Il s’agit vraisemblablement d’un germe du 
sol ingéré avec l’alimentation et sans aucun rdle dans la panse. 
(Ce fait avait déja été signalé par Arnaudi.) 

Feuille de papier immergé dans le contenu de panse. — La 
feuille de papien est attaquée, surtout a la partie supérieure et 
complétement détruite en cing a six jours. On note une prédo- 
minance des hactéries sporulées avec cependant quelques amas 
de cocci en chainettes. 

Si la feuille de papier est immergée dans du liquide de panse 
(obtenu par centrifugation), désaéré et scellé sous vide, celle-ci 
est attaquée avec prédominance de cocci Gram-positif et négatif, 


Fic. 3. — Cocci de la panse. 


mais on ne retrouve pas les chainettes observées dans le contenu 
total de la panse a l’examen direct. 

Milieu liquide K.S.G.A. au papier. — Sans extrait de panse 
ni eau de levure ce milieu permet la prolifération de bactéries 
sporulées seules avec cellulolyse lente. Avec extrait de panse 
(50 p. 100) et eau de levure on note au premier ensemencement 
une cellulolyse rapide (vingt-quatre heures) avec quelques bacté- 
ries sporulées seulement et prédominance de cocci; mais ici 
encore, les trois types en chainettes décrits plus haut ont disparu. 
Au cours des passages successifs on voit apparaitre les bactéries 
sporulées qui éliminent peu a peu les cocci. 

Milieu de Hungate a la cellulose précipitée. — Les colonies 
isolées, qui au premier ensemencement sont rarement pures (clles 
proviennent vraisemblablement de débris de tissu végétal conte- 
nant plusieurs types de germes), sont surtout constituées de cocci 
(exceptionnellement en chaines) et du méme type que ceux trouvés 
dans les cultures citées plus haut. Ils sont presque constamment 
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associés a des bactéries sporulées et asporulées (dont il est diffi- 
cile de dire s’il ne s’agit pas de formes végétatives des précé- 
dentes). 

Discussion ET CONCLUSION. 


En ce qui concerne Ja cellulolyse dans le sol, un premier fait 
se dégage des résullats rapportés ci-dessus. 

En aérobiose, si on utilise le papier filtre, c’est-a-dire la cellu- 
lose fibreuse aussi peu modifiée que possible, seuls sont mis en 
évidence les Cytophaga et les Vibrio ainsi que les champignons. 
Si la cellulose fibreuse est remplacée par de la cellulose préci- 
pitée (ou méme finement broyée mécaniquement), d’autres germes 
apparaissent : bacilles, Corynebactéries, Actinomycétes. Mais, 
dans ce dernier cas, les germes possédant la seule cellulase Cx: 
sont capables de proliférer. A moins d’introduire une nouvelle 
définition, ces germes ne peuvent étre qualifiés de cellulolytiques, 
ou tout au moins de cellulolytiques complets. Ce qui ne veut 
Wailleurs pas dire que leur réle soit négligeable dans la nature, 
ott ils peuvent attaquer directement les substances du type des 
hémicelluloses et aussi les corps intermédiaires formés par les 
cellulolytiques vrais, possédant la cellulase C,, aux dépens des 
chaines moléculaires de la cellulose fibreuse. 

En ce qui concerne la cellulolyse dans le sol en anaérobiose, 
celle-ci apparait toujours comme liée aux bactéries sporulées. 
L’addition au milieu de culture de facteurs de croissance (sous 
forme de filtrat stérile de contenu de panse) ne fait pas apparaitre 
d’autres germes dans ces milieux. Par ailleurs, le rdéle des cham- 
pignons ne doit pas étre négligé. 

Dans le tube digestif, le probleme est beaucoup plus complexe. 
Il est indiscutable que l’examen microscopique direct montre une 
immense majorité de cocci trés divers et quelques trés rares 
bactéries sporulées. Les cocci, en particulier, sont groupés en 
énormes amas autour des débris tissulaires. Mais si l’examen est 
fait en lumiére polarisée, on constate que ces débris, qui n ont 
dailleurs pas la morphologie fibreuse, sont dénués de biréfrin- 
gence. Tout fragment qui présente une image de fibre garde sa 
biréfringence et apparait intact (& part les ruptures mécaniques) 
et ne se trouve pas d’ailleurs enrobé dans les amas de cocci. Ces 
constatations permettent de douter que ceux-ci aient une action, 
tout au moins intense, sur la fibre de cellulose elle-méme. 

Si on laisse vieillir le contenu de panse, surtout a 37°, l’examen 
direct montre une transformation compléte de la microflore : ce 
sont les bactéries sporulées qui dominent alors et la majorité 
des débris fibreux perdent leur biréfringence, traduisant une 
altaque de la fibre elle-méme. 

Or, la majorité des recherches récentes sur la cellulolyse dans 
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la panse ulilisent la cellulose précipitée ou finement broyée ; 
cependant Sijpesteijn donne des images de culture sur feuille de 
papier mais, dans ces derniéres conditions, l’attaque est toujours 
discréte et le taux de cellulolyse faible. I] est alors permis de se 
demander si les nouvelles espéces décrites récemment par divers 
auteurs sont des cellulolytiques vrais, possédant a la fois C, 
et Cx. Ici encore, comme pour le sol, ce ne serait pas leur dénier 
toute action dans le tube digestif, mais la restreindre peut-ctre a 
certains types de tissus végétaux de structure non fibreuse. 

Ainsi, de plus en plus, il apparait que le phénomeéne de la 
cellulolyse est extrémement complexe et doit étre interprété 
comme une série de réactions, de dégradations en chaine de la 
fibre cellulosique ; de nombreux microorganismes y concourent, 
dont Ja part respective, pour chacun d’eux, est encore difficile 
a analyser et a préciser. 
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ACTION DE LA CORTISONE 
ET D'UN EXTRAIT CORTICO-SURRENAL 
SUR 'LE CHOC ANAPHYLACTIQUE PASSIF 
DU COBAYE (°) 


par Pierre GRABAR, B. BENACERRAF et G. BIOZZI. 
(avec la collaboration technique de M. CHALEIL). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie microbienne.) 


Les succés thérapeutiques de utilisation de la cortisone dans 
des cas ot l’on admet souvent |’intervention de mécanismes aller- 
giques ont fait penser a beaucoup d’auteurs que les hormones 
corticales devaient avoir une action dans la prévention de phéno- 
ménes anaphylactiques. De trés nombreuses expériences, que nous 
ne pouvons résumer ici, ont été réalisées, souvent dans des 
conditions trés différentes. Disons seulement qu’en utilisant des 
méthodes précises, plusieurs auteurs ont abouti a des résultats 
négatifs [2, 4]. I] faut cependant noter que les auteurs n’ont envi- 
sagé que deux possibilités d’une action de cette hormone : sur la 
formation des anticorps ou sur la réaction antigéne-anticorps 
in vivo. Cependant, on doit envisager encore une autre possibilité, 
celle d’une Jlibération d’anticorps intracellulaires sous l'effet 
hormonal. On admet généralement que des manifestations du type 
anaphylactique ou allergique sont dues justement a des anticorps 
intracellulaires. D’autre part, on sait que la cortisone ou des 
extraits cortico-surrénaux (KE. C-S.) provoquent une transfor- 
mation profonde de la formule leucocytaire. Enfin, dans un travail 
publié il y a un an, il a été montré que sous l’effet d’une injection 
@’un extrait cortico-surrénal il y avait, chez des rats immunisés, 
baisse du taux des lymphocytes et leur disparition de la couronne 
périfolliculaire de la rate, ainsi qu'une augmentation de la teneur 
en agglutinines du sérum [41]. Ce parallélisme pouvait faire penser 
’ une relation de cause a effet, c’est-a-dire que, conformément a 
Vhypothése de Dougherty et White, l’accroissement du taux en 


(*) Ce travail a fait l’objet d’une communication a la Société Fran- 
caise d’Allergie le 20 février 1951. 
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anticorps pourrait éltre di a la lyse des lymphocytes qui les 
contiendraient. 

Nous nous sommes done demandé si, sous l’effet de la cortisone 
ou de l’E. C-S, il ne se produirait pas une libération des anticorps 
intracellulaires responsables des manifestations anaphylactiques. 
Dans une publication récente {6}, lun de nous a formulé une 
telle hypothése pour tenter d’expliquer des constatations de Kerr, 
McGirr et Robertson sur la disparition passagére des réactions 
cutanées de vaches sensibilisées & Trichomonas feetalis, sous 
Veffet d’extraits corticaux et d'autres stimuli [8]. 

Mi&rnopes Er MATERIEL. — Nous avons choisi comme méthode 
expérimentale le choc anaphylactique passif du cobaye, car depuis 
que Kabat, Landow et l’un de nous (B. Benacerraf) ont introduit 
des méthodes quantitatives dans ce domaine, on peut obtenir 
d’une maniére parfaitement réguliére des chocs en utilisant : des 
sérums de lapin dont la teneur en anticorps est connue, des solu- 
tions titrées d’antigéne et des temps bien déterminés entre la 
sensibilisation et linjection déchainante [7]. 

A l’exception de quelques cas, mentionnés spécialement, notre 
mode opératoire était le suivant : on injecte 4 des séries de 
cobayes (pesant 230+20 g), dans les veines de la patle, 1 ml d’une 
dilution de sérum de lapin anti-ovalbumine contenant 31 a 
85 ug dN d’anticorps. L’injection, également intraveineuse, 
de 1 ml d’une solution d’ovalbumine pure a 1 mg/ml quarante- 
huit heures plus tard provoque réguli¢rement un choc trés fort, 
presque toujours mortel. 

L’injection des diverses préparations, que nous avons essayées 
pour obtenir un effet protecteur, se faisait six heures avant 
Vinjection d’ovalbumine, dans un volume de 1 ml et par voie 
sous-cutanée, 

Dans chaque expérience on a utilisé un lot de cobayes aussi 
homogéne que possible ; ce lot a été séparé en deux ou plusieurs 
groupes, dont un servait de témoin. Ce groupe recevait les mémes 
doses de sérum et d’antigene que les animaux trailés par une 
injection d’hormone. Dans les premiéres séries d’expériences, 
celte derniére wa été remplacée, chez les cobayes témoins, par une 
injection de 1 ml de solution physiologique. L’expérience a 
démontré que cette injection ne produit aucun effet ; c’est pour- 
quoi, par la suite, elle a été supprimée. 

Les sérums anti-ovalbumine provenaient de plusieurs lapins 
hyperimmunisés par la méthode employée couramment [5] On a 
impression que des résultats plus réguliers sont obtenus avec des 
sérums plus riches en anticorps, bien que le taux en N des anti- 
corps précipitables des dilutions utilisées soit le méme. Il semble- 
rait que la présence de quantités plus grandes-de protéides inertes 
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dans les sérums pauvres en anticorps exerce une action inhibi- 
trice. Les préparations hormonales utilisées ont été, dune part, 
ia « Cortone », suspension commerciale de cortisone de la Maison 
Merck (U.S.A.) et, dautre part, des extraits aqueux de poudre 
de corlico-surrénale de la Maison Choay (1). Ces extraits (i. C-S) 
ont été préparés la veille de Vinjection en mettant en suspension 
une quantilé pesée de poudre séche dans de la solution saline 
physiologique, en agitant cette suspension pendant une demi- 
heure et en séparant ensuite un important résidu insoluble par 
centrifugation. Ces extraits se présentent comme des liquides 
brunatres, opalescents. . 


Résuitats. — Deux expériences caractéristiques de l’effel pro- 
duit par PE. C-S sont résumées dans le tableau I. Dans l’expé- 


TaBLeau I. 
SE SS 
NUMERO NOMBRE SHS 
PRODUIT INJECTE 
de l’expérience d'animaux 
mort. |fort | moyen] léger | rien 
No 4 Sols physiols -.. = 6 ut) 4 4 i 
eh tie S E.C-S. (100 mg/ml). 4 (1 2 2 (2) 
29 juin 1950. ( sé -alb. (30 mz/ml).| 6 2 (3) ie pon 
No 9 Soll) pPlyslolacuey fas 4 3 4 
Receath ; E. C.-S. (50 mg/ml). 6 
5 juillet 1950. Sér.-alb. (30 mg/iml). 6 3 2 { 


| 


(1) Trois autres cobayes succombent aprés l'injection de l’extrait. 
(2) L'examen de ces cobayes montre yae hémorragie des surrénales. 
(3) Un de ces cobayes meurt plusieurs jieures aprés le choc. 


rience n° 1, 1 ml d’extrait correspond 4 100 mg de poudre séche. 
Cette dose s’est avérée nocive, car 3 animaux sur 7 ont succombé 
a injection de l’extrait avant Vinjection d’antigéne. Ils avaient 
un eedéme du poumon ct une hémorragie des surrénales. Par la 
suite, nous avons ulilisé des extraits de 50 mg/ml. Dans ces deux 
expériences, en plus des témoins habituels, d’autres témoins rece- 
vaient, 4 la place de hormone, et également six heures avant le 
choc, une injection de 1 ml de solution d’un protéide non spéci- 
fique, en l’occurrence : 30 mg de sérumalbumine de haul. De 


(1) Nous tenons & remercier ici Je D™ A. Gibson, directeur de la 
Division médicale de la Maison Merck (Rahway, U.S. <A.), le profes- 
seur Querido de Leide et la Maison Choay d’avoir mis 4 notre dispo- 
sition ces produits. 
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l'ensemble de ce groupe d’ expériences nous croyons pouvoir 
conclure que l’E. C-S a un certain effet protecteur. Il faut ajouter 
deux observations supplémentaires : 1° sous l’effet de cet extrait, 
méme lorsque la protection n’est pas efficace, les manifestations 
du choc sont plus tardives que chez les témoins ; 2° les cadavres 
des cobayes qui ont succombé deviennent rigides en quelques 
munutes. 

Contrairement aux expériences précédentes, nos essais de pro- 
tection par injection de cortisone ont été entiérement négatifs. 
Comme le montre le tableau II, cette hormone, méme a des “doses 


TaBLeEAu II. 


4 CHOCS 
aS 
NUMERO Cee = g 
; PRODUIT INJECTE Za| . Z = 
de l’expérience ae z is S. & 2 
| g = 5 
Rienetaaeer persist cw ee Beh Om hee itd (4) 
Ne 3 2 mg cortisone. ....-.| 10 | 6 2 |2 
18 dé bre 1980. SUM ELCORUSOMCs. 5 aaron era toa ies 4 4 
écembre Wants, Connon 2 6 o 4 oll SOP | B | 2 2 4 
2 me cortisone (2) — eee oul ee 3 4 
Ne 4 Riéney . 45 6| 3] 6 
18 bre 4930. } 5 mg cortisone 24 h. avant 
nOvCte et 2 mg 6h. avant choc.| 144 | 4] 2] 6 |2 
Ne 5 Rien . Staten ele DO gan Sah ae 
48 fé op 1954. 3 mg c cortisone ; Ro emma 3 ony tt) Salis 
a ( E. C.-S. (50 mg/ml). . . .| 40 | 6 eet 


(1) Ce cobaye n’a pas recu la dose totale d’antigéne. 
(2) Injection intraveineuse deux heures avant le choc. 


lrés fortes, injectée par vole sous-cutanée six heures ou par voie 
veincuse deux heures avant Vinjection déchainante, n’a produit 
aucun effet (expériences n® 3 et 4). Enfin, ’expérience n° 5 illustre 
la différence entre les deux préparations hormonales 

Ainsi, nous croyons pouvoir conclure que l’E. C-S_ contient 
une substance douée d’une certaine activité protectrice ou provo- 
quant l’intervention d’un mécanisme protecteur, L’extrait employé 
contient certainement beaucoup de substances diverses. Nous 
croyons avoir démontré que la cortisone n’est pas en cause, de 
méme qu'une éventuelle action de protéides non spécifiques (expé- 
riences n* 1 et 2); on sait, d’autre part, que les extraits de ce 
genre contiennent de Vadrénaline et ses dérivés et examen des 
cobayes morts sous l’effet dune forte dose d’extrait nous a fait 
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envisager une action adrénalique. Dans une publication récente, 
Dury [3] a signalé les modifications de la formule leucocytaire 
provoquées par l’adrénaline. Pour pouvoir comparer l’action de 
Vadrenaline a celle de l’E. C-S, nous avons fait des expériences 
dans des conditions identiques aux précédentes, mais en injectant 
aux cobayes des doses importantes d’adrénaline. Les résultats 
chtenus, résumés dans le tableau III, ne sont pas trés nets. 


TaBLeau ILI. 


NUMERO 


PRODUIT INJECTE 


NOMBRE 
d’animaux 


de l’expérience 


Rien) Pes be for 

500 vg adrénaline. 

250 wg adrénaline. 
| 


INOS 6), 
19 juillet 1950. 


(1) Mort tardive. 

(2) L’examen d’un de ces animaux montre une hyperhémie intestinale, le poumon n'est 
pas anaphylactique. 

(3) Deux sont morts tardivement ; les deux autres ont présen'é, a l’autopsie, des pou- 
mons anaphylactiques. 


Dans cette série, les cobayes étaient plus grands; de ce fait, 
la dose d’anticorps injecltée était insuffisante, et les réactions 
étaient moins violentes. Les animaux ayant recu l’adrénaline ont 
présenté des réactions plus tardives que les témoins et ces 
réactions ne rappelaient pas toujours celles du choc classique. 
Cependant les animaux morts au cours du choc ont montré, a 
Vautopsie, une image assez caractérisuque. 

Bien que le comportement des animaux traités par l’adrénaline 
différat, sensiblement de celui des cobayes traités par TE. C-S, 
nous ne croyons pas pouvoir exclure, dans ce dernier cas, une 
éventuelle action de l’adrénaline ou de ses dérivés et, surtout, de 
la noradrénaline, qui est plus stable. Nos extraits ont élé conservés 
a la glaciére, pendant vingt-quatre heures, sans précautions 
spéciales. On pourrait donc s’attendre & une désactivation de 
Vadrénaline, & moins que ces extraits ne contiennent quelque 
substance protectrice. Nous espérons pouvoir préciser cette ques- 
tion dang de nouvelles expériences. 

En ce qui concerne l’absence d’action de la cortisone, nos expé- 
riences confirment les observations failes dans d’autres conditions 
par différents auteurs. Or, puisque cette hormone provoque des 
remaniements profonds de la formule leucocytaire, de méme que 
nos E. C-S et l’adrénaline, il semble qu’on ne puisse pas relier 
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directement l’effet protecteur de VE. C-S a te remaniement. La 
question du mécanisme de cet effet reste donc ouverte. 


CoxcLusions. — L’utilisation d’une méthode quantitative de 
sensibilisation passive du cobaye (sérum anti-ovalbumine de lapin), 
a permis de constater que l’injection préalable (six heures avant 
le choc) de cortisone, méme a des doses trés fortes, ne protege 
pas contre le choc, tandis qu’un extrait aqueux de poudre de 
cortico-surrénale protége une partie des animaux. L’effet est plus 
manifeste que celui d’une injection de protéides non spécifiques 
et diffeére de celui obtenu dans les mémes délais aprés linjection 
@adrénaline. Le mécanisme de cet effet et la substance active 
restent a préciser. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] A. AscuKenasy, A. Bussarp, P. Corvazter et P. Grapar. Rev. 
Hématol., 1950, 5, 107-147. 

[2] M. Brorpesor, E. E. Fiscurn et H. C. Sroern. J. exp. Med., 1951, 
93, 37-48. 

[3] A. Dury. Am. J. Physiol., 1950, 160, 75-82. 

[4] E. E. Fiscuen. Bull. N. Y. Acad. Med., 1950, 26, 255-260. Cette revue 
comporte des références bibliographiques des travaux anté- 
rieurs. 

[5] BP, Grapar, in Loiseleur. Techniques de laboratoire, 626. Masson 
édit., Paris, 1947. 

[6] P. Grapar. Ces Annales, 1950, 79, 640-654. 

[7] E. A. Kaspar et H. Lanpow. J. Immunol., 1942, 44, 69-74, — 
B. BENACERRAF et E. A. Kaspar. Ibid., 1949, 62, 517-522. 

<8] W. R. Kerr, J. L. McGmr et M. Ropertson. J. Comp. Pathol. 
Therap., 1949, 59, 133-154. 


EFFET DU PLASMA PRELEVE CHEZ DES COBAYES 
TRAITES PAR LA CORTISONE 
SUR DES CULTURES /W V/7RO DE FIBROBLASTES 
ET DE MACROPHAGES 


par Maxy BARBER et A. DELAUNAY (’). 


De nombreux auteurs ont déja attiré l’attention sur l’effet anti- 
inflammatoire exercé in vivo par la cortisone, Ainsi Ragan et ses 
collaborateurs, frappés par le caractére trainant qu’offre la gué- 
rison des blessures chez les malades traités par la cortisone ou 
par PACTH [4], ont étudié Vaction de fortes doses de cortisone 
sur des lapins atteints de plaies cutanées [2] ou de fractures {8}. 
Us ont remarqué, a cette occasion, que l’hormone retardait trés 
nettement I’évolution du granulome inflammatoire, ainsi que le 
développement du cal osseux. Taubenhaus et Amromin (/4] ont 
signalé par ailleurs que, chez le rat, au niveau d’abcés provoqués 
par l’essence de térébenthine, la cortisone était capable de g@éner 
Ja multiplication des fibroblastes et la formation du collagéne, 
cependant qu'elle activait la producuion des macrophages. Plus 
récemment, Coste, Basset et Delaunay (5] ont noté que, chez des 
rats également porteurs d’abcés dus 4 l’essence de térébenthine, 
importance du Uussu de granulation était diminuée par de fortes 
doses de cortisone, augmentée au contraire par des doses analo- 
gues de désoxycorticostér one. Toutes les observations précédentes 
étaient faites chez des animaux soumis a une série d’injections de 
cortisone. Mais Baker [6] a montré que le simple dépot local de 
Vhormone sur des blessures conduisait également 4 un retard de 
ia cicatrisation (1), 

Dans ces différents cas, le mode d’action de la cortisone reste 
obscur,. Les recherches ici présentées ont été faites dans le dessein 
de savoir si les plasmas d’animaux traités par la cortisone exer- 
cent une action directe sur la croissance in vilro de ces deux grands 
types de cellules inflammatoires que sont les fibroblastes ct les 
macrophages. La sensibililé chimioltactique des polynucléaires 


(*) Société francgaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 

(1) Un exposé d’ensemble consacré A l’action anti-inflammatoire de 
la cortisone a été publié par l'un de nous dans la Semaine des Hdpitaux, 
1951. 
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déposés dans les mémes plasmas a, de méme, été éludiée a 
plusieurs reprises. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


CULTURES DE TIssus. — Pour les cultures de fibroblastes, nous 
avons utilisé de petits fragments de coeur embryonnaire de poulet ; 
les cultures de macrophages ont été préparées a partir de la rate 
de cobayes adultes. Toutes nos expériences ont été faites, non pas 
avec des souches qui avaient déja subi un certain développement 
dans un milieu normal, mais avec des cultures au départ. Les 
fragments de tissus étaient déposés dans un milieu constitué en 
parties égales par de l’extrait de rate (de cobaye) et du plasma 
(aa : I goutte). La rate avait été broyée dans 4 a5 cm* d’une 
solution de Ringer. Pour l’obtention du plasma, nous avons régu- 
liérement opéré ainsi : 4 cm* de sang, prélevés chez le cobaye par 
ponction cardiaque étaient mélangés avec 4 cm* d'une solution de 
Ringer renfermant de l’héparine dans la proportion de 1 p. 10 000, 
puis centrifugés immédiatement. Les cultures étaient placées dans 
des boites de Petri, a raison de 8 cultures par boite, le couvercle 
étant ultérieurement scellé par un mélange de vaseline et de paraf- 
fine. En chaque cas, l’effet des plasmas étudiés a été observé sur 
un total de 16 cultures, le matériel témoin étant constitué par des 
cultures faites en plasma normal. 


CHIMIOTACTISME LEUCOCYTAIRE. — Nous nous sommes servis ici 
de polynucléaires obtenus par ponction d’un exsudat péritonéal 
de cobaye, l’inflammation de la séreuse ayant été provoquée, 
quelques heures plus tot, par une injection de bouillon peptoné 
stérile. Les globules, aprés centrifugation, étaient remis en sus- 
pension soit dans des plasmas de cobaves normaux, soit dans les 
plasmas fournis par des cobayes traités par la cortisone. Leur 
sensibilité chimiotactique a été déterminée avee Vaide de la 
méthode de Comandon [7]. Quelques gouttes de la suspension leu- 
cocytaire étaient déposées sur une lame de verre a la surface de 
laquelle avaient, au préalable, été fixés par dessiceation des 
grains d’amidon de pomme de terre. Les gouttes étaient recou- 
vertes d’une lamelle et celle-ci était lutée afin d’éviter toute dessic- 
cation, Aussilot apres, les préparations étaient déposées a 87° © 
pendant trente minutes ou une heure, puis elles étaient examinées 
au microscope. Dans les conditions normales on observe alors. 
autour des grains d’amidon, la présence de nombreux poly- 
nucléaires étalés et fixés sous forme de croissants (chimiotactisme 
positif). 


CORTISONE ET DESOXYCORTICOSTERONE. — Les préparations uli- 
lisées comprenaient : 
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a) une suspension d’acétate de cortisone Merck renfermant 
25 mg par millilitre et 

b) une solution huileuse de DOCA (syncortyl) renfermant 
10 mg par millilitre, 


ADDITION DIRECTE DES PRODUITS AUX CULTURES DE TISsUS. — 
J goutte de la solution huileuse de DOCA ou I goutte plus 
ou moins diluée de la suspension de cortisone (dilutions en Ringer) 
ont été ajoutées a différentes cultures en expérience. 


PLASMA NORMAL TRAITE PAR LA CORTISONE in vitro. — Un échan- 
ullon de cortisone était centrifugé. Le culot était lavé deux fois 
avec de l’eau physiologique, puis remis en suspension dans du 
plasma ajouté en quantité égale au volume de liquide initial. Cette 
préparation était ensuite déposée a 37° et maintenue a cette tem- 
pérature pendant des délais variables, allant de deux heures 
a quarante-huit heures. A ce moment, une nouvelle centrifuga- 
tion était faite, qui nous permettait d’obtenir un plasma clair, 
sans cristaux. Dans plusieurs expériences, celui-ci nous a servi 
pour la mise en cultures des tissus. 


TRAITEMENT DES CoBAYEs. — Nous avons eu recours a trois 
voles d’injection : 
a) Sous-cutanée. — En ce cas, les cobayes ont regu pen- 


dant trois jours une injection quotidienne de cortisone ou de 
DOCA (a raison de 1 mg pour 30 g de poids d’animal). Us 
Glaient saignés le quatrieme jour. 

b) Intrapéritonéale. — Dose unique (25 ou 50 mg) de cortisone 
ou de DOCA. Animal saigné une, deux, trois ou quatre heures 
plus tard. 

c) Intraveineuse. — Le sang a été prélevé ici de une minute 
a quatre heures apres linjection de 25 mg de cortisone par voie 
intracardiaque. 

Endotoxine typhique. — Celle-ci avait été préparée a partir 
de S. typhi, par la méthode classique de Boivin et Mesrobeanu 
4 lVacide trichloracétique. La solution aqueuse contenait environ 
2 meg d’endotoxine par cenlimétre cube. 1 mg, injecté par voie 
intrapéritonéale, suffit pour tuer le cobaye en cinq heures 
environ. 

R&SULTATS. 


I. Cortrisone. — Addition directe de la cortisone aux cultures. 
— L’addition directe de I goutte de suspension renfermant 2,5 mg 
de cortisone (ou fawaniee ge) par millilitre a presque toujours 
inhibé complétement la croissance des fibroblastes. Lors de la 
mise en cultures, les fragments de tissus étaient entourés par des 
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cristaux @hormone. Aprés vingt-quatre heures a 37°, cependant, 
les cristaux, d’abord placés au voisinage des fragments, avaient 
pour la plupart disparu. Seuls subsistaient ceux qui se trouvaient 
a la périphérie de la goutte de plasma coagulé. 

Le liquide surnageant obtenu par centrifugation de notre pre- 
paration commerciale de cortisone inhibait, lui aussi, la crois- 
sance des fibroblastes. Nous avons done senti le besoin de 
recommencer nos expériences en ajoutant aux cultures des cris- 
taux de cortisone mis en suspension simplement dans I’cau 
physiologique. Les nouveaux résultats ont été comparables aux 
précédents, 

Des expériences faites avec des polynucléaires de cobaye nous 
ont appris, par ailleurs, que l’excipient ici en cause navait plus 
de pouvoir cytotoxique a des dilutions égales ou supérieures 
au 1/10. 

Plasmas normauz traités par la cortisone « in vitro ». — Six 
plasmas furent ainsi traités. L’un d’eux fut maimtenu en présence 
de la cortisone 4 37° pendant deux heures ; pour 4 plasmas, le 
temps de contact fut de dix-huit 4 vingt-quatre heures et, pour 
le dernier, de quarante-huit heures. Tous ces plasmas ont été 
ensuite centrifugés. Au fond des tubes, les cristaux se sont réunis 
en une masse de consistance caoutchouteuse et, méme par agita- 
tion violente, il s’avéra impossible de les remettre en suspension. 
Pour Ja préparation conservée a |’étuve pendant quarante-huit 
heures, la gomme obtenue de Ja sorle montrait des signes 
évidents de digestion: elle était percée de petits trous. Nous 
mavons jamais observé de semblables modifications en miainte- 
nant Ja cortisone, pendant des délais comparables, en présence 
de sérum normal. En ce eas, les cristaux ne montrent aucune 
lendance a s’agglutiner. Ils se déposent peu & peu au fond des 
tubes, mais une agitation, méme légere, les remet sans peine en 
suspension. 

Les liquides surnageants obtenus par centrifugation des 
mélanges plasma + corlisone et qui étaient toujours  parfaite- 
ment clairs ont été utilisés comme plasmas pour la mise en 
culture de fibroblastes et de macrophages. Les 6 plasmas en 
expérience ont tous provoqué une inhibition complete des 
cultures. La dilution des milieux avec I goutte de la solution de 
Ringer n'a pas empéché cette inhibition. En revanche, celle-ci 
a été totalement ou particllement supprimée par l’addition 
de I goutte de plasma normal. En présence de celui-ci, la crois- 
sance des cultures de macrophages a été sensiblemeit identique 
4 celle des cultures témoins. Le résultat fut moins bon avec les 
fibroblastes : la croissance, ici, fut nettement retardée et, le plus 
souvent, les cellules Reoformées ne tarderent pas a aiontrer des 
signes de dégénérescence. 
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Nous avons recherché l’effet de 3 plasmas traités par la cor- 
sone, obtenus respectivement aprés deux, dix-huit et quarante- 
huit heures de contact, sur la sensibilité chimiotactique des 
leucocytes. L’effet du premier a été nul. En revanche, les deux 
autres ont empéché complétement la migration des globules 
blanes vers les grains d’amidon. Mais il ne s’agissait pas 1a d’un 
banal effet cytotoxique car les cellules, reprises par du plasma 
normal, ont recouvré intact leur pouvoir chimiotactique. 

Plasmas d animaux traités par la cortisone. — Les doses de 
cortisone injectées étaient considérables: aussi l'état général 
des animaux était-il souvent précaire au moment de la saignée. 
Plusieurs cobayes méme succombérent avant la prise de sang. 
Par ailleurs, les plasmas recueillis ne furent pas toujours satis- 
faisants. L’hypercoagulabilité du sang pendant un traitement par 
ACTH ou cortisone a été notée par Cosgriff et ses collabora- 
teurs [8]. Pour notre part, nous avons observé les faits suivants. 
Les plasmas provenant de nos cobayes ont tant6t coagulé spon- 
tanément avant la mise en culture, tantdt, aprés addition de 
extrait de rate in vitro, ils n’ont fourni qu’un coagulum fragile. 
Ajoutons encore qu’a plusieurs reprises, nous avons remarqué 
que les plasmas prélevés chez des animaux trés malades renfer- 
maient des microorganismes. I] y avait done eu septicémie ou 
du moins bactériémie : ceci est sans doute a rapprocher des 
observations de Antopol [9] et de D’Arcy Hart et Rees [40] qui 
ont signalé l’existence d’infections hépatiques chez des animaux 
traités par la cortisone. En dépit des difficultés ainsi rencontrées, 
nous avons continué a injecter de fortes doses de cortisone, car 
ce sont les plasmas obtenus chez des cobayes trés malades qui 
ont manifesté l’effet le plus net, in vitro, sur les cultures de fibro- 
blastes et de macrophages. 

1° Plasmas obtenus aprés injeclions sous-cutanées. — Pour 
ces expériences, une injection quotidienne était faite pendant 
trois jours et l’animal était saigné le lendemain de la derniere 
injection. Dans un premier temps, nous avions choisi, pour dose 
quotidienne, 25 mg, mais le plasma des rares animaux qul 
avaient supporté ce traitement renfermait des bactéries. Pour 
cette raison, nous avons eu recours, par la suite, & une dose 
beaucoup plus faible : 1 mg de cortisone pour 30 ¢@ de poids 
d’animal. Des 13 cobayes ainsi traités, 3 moururent avant la 
saignée ; 10 plasmas seulement purent donc étre recueillis. Deux 
d’entre eux, qui étaient contaminés, furent éliminés. Les 8 autres 
servirent 4 la mise en culture de fibroblastes et de macrophages. 
Quatre exercérent un effet trés faible ou nul sur la croissance 
normale des cellules. Les 4 derniers provoquérent une action 
inhibitvice plus marquée. Dans un cas, la multiplication des 
fibroblastes et aussi bien celle des macrophages furent presque 
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complétement suspendues. Le plasma en cause, cependant, ne 
iroublait pas la sensibilité chimiotactique des polynucléaires. Le 
second plasma produisit une action toxique du méme ordre, plus 
irréguliére cependant, aussi bien sur les fibroblastes que sur les 
macrophages : pour un certain nombre de cultures il n'y eut 
aucune croissance ; parfois, il y eut croissance légére, mais les 
cellules subirent rapidement un processus dégénératif. Les deux 
derniers plasmas, enfin, ne troublérent en aucune facon les 
cultures de rate, mais ils provoquérent une inhibition variable, 
le plus souvent marquée, de la croissance des fibroblastes. 

2° Plasmas oblenus apres injections intrapéritonéales. — 
Quatre animaux recurent par voie intrapéritonéale une seule 
injection de 50 mg de cortisone, deux autres, dans des condi- 
tions identiques, une injection de 25 mg. Tous furent saignés de 
deux 4 quatre heures plus tard. 

Ces injections ne déterminérent aucun effet toxique, mais c’est 
peut-étre uniquement parce que Vhormone n’était pas bien 
résorbée : de fait, chez certains cobayes sacrifiés plus tard, dans 
un cas vingt-quatre heures aprés l’injection, nous avons décou- 
vert encore dans la cavité péritonéale et sur la surface de 
Vintestin de gros amas de cristaux. 

Des 6 plasmas recueillis comme nous lavons dit et qui tous 
étaient stériles, 2 manifestérent de Vhypercoagulabilité. Utilisés 
pour la mise en route de cultures de tissus, ils ont donné les 
résultats suivants : 2 ne générent en rien la multiplication des 
macrophages et des fibroblastes (les cultures alors obtenues 
étaient comparables aux témoins). Le troisiéme plasma limita 
son action 4 retarder quelque peu la croissance des fibroblastes. 
Les 3 derniers, enfin, exercérent une action inhibitrice variable 
sur les cultures de fibroblastes et aussi de macrophages. Pour 
ces expériences, 11 nous a été impossible d’établir un rapport 
entre Vimportance de l’action inhibitrice observée, la dose de 
cortisone injectée et le moment de la saignée. Un animal, dont 
le plasma, qui avait été recueilli trois heures trente aprés une 
injection de 50 mg de cortisone, inhibait la croissance des fibro- 
blastes et des macrophages, fut saigné a nouveau vinget-quatre 
heures aprés l’injection. Les cultures de fibroblastes et de macro- 
phages préparées avec ce second plasma furent aussi belles — sinon 
plus belles — que les cultures témoins faites en plasma normal. 

3° Plasmas obtenus aprés injections intraveineuses. — Dix 
cobayes regurent par voie intracardiaque une injection de 25 mg 
de corlisone et un autre cobaye une semblable injection de 
12,5 mg. Cinq animaux moururent aussitot aprés linjection sans 
qu il ait été possible de prélever leur sang. Quatre furent saignés 
dans les cinq minutes qui suivirent V’injection ; ils succombérent 
dailleurs aussit6t aprés cette intervention. Un animal, bien que 
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trés fatigué, survécut trois heures; peu avant sa mort, il fut 
saigné au coeur. Le dernier animal, enfin, fut saigné une heure 
trente aprés l’injection. Cette fois encore, la prise de sang eut 
un effet mortel. 

Des 4 plasmas obtenus aussilét aprés Vinjection, 2 n’exercérent 
apparemment aucun effet toxique sur les cultures de fibroblastes 
et de macrophages. Le troisiéme supprima presque complétement 
la croissance des fibroblastes, mais i] n’eut aucun effet sur les 
cultures de rate. Le quatriéme exerca des actions inhibitrices 
variables aussi bien sur les cultures de macrophages que sur 
celles de fibroblastes. 

Le plasma obtenu une heure trente aprés Ll injection empécha 
complétement la croissance des fibroblastes, mais ne parut pas 
géner la mulliplication des macrophages. Le plasma prélevé 
trois heures aprés lVinjection inhiba complétement la croissance 
in vitro des fibroblastes et des macrophages (voir figures). I] fut 
aussi en mesure de supprimer la sensibilité chimiotactique des 
polynucléaires, sans cependant tuer les cellules puisque celles-ci, 
reprises par du sérum normal, se dirigérent 4 nouveau parfai- 
tement vers les grains d’amidon. 

Addition de plasma normal. — ‘Le dernier plasma, dont il vient 
d’étre question et qui iavait été prélevé chez le cobaye trois 
heures aprés l’injection intracardiaque de cortisone, inhibait a la 
fois la croissance des fibroblastes et des macrophages méme 
quand I goutte de plasma normal était ajoutée aux cultures. 
! goutte de plasma normal ajoutée au plasma obtenu une heure 
trente aprés l’injection permettait une croissance légére des fibro- 
blastes, mais les cellules néoformées dégénéraient rapidement. 

Injection intraveineuse de Texrcipient. — 1 ml du liquide sur- 
nageant obtenu par centrifugation de la cortisone. commerciale 
Merck fut injecté par voie intracardiaque chez 4 cobayes. Deux 
animaux furent saignés aussitdt apres linjection et deux autres 
trente minutes ou deux heures plus tard. Les injections ne pro- 
voquéerent aucun phénomeéne toxique immeédiat. 

Des 4 plasmas recueillis, le premier coagula partiellement 
malgré la présence d’héparine. En présence de jus de rate et des 
fragments de tissus, 11 donna, in vitro, un coagulum trés impar- 
fait. La croissance des cultures de fibroblastes obtenues dans ces 
conditions fut nettement retardée; la croissance des macro- 
phages, cependant, fut normale. En présence des 3 autres plasmas, 
les cultures de fibroblastes et de macrophages furent sensiblement 
comparables aux autres cultures témoins. 


II. DésoxycorticostERoNE. — Addition directe de DOCA aux 
cultures. — Dans une série d’expériences, nous avons ajouté 
I goutte de la solution huileuse de DOCA contenant 10 mg/ml 
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Fic. 4. — Culture in vilro de cceur embryonnaire de poulet. Milieu plasmatique 
normal. Remarquer la belle croissance des fibroblastes, obtenue en quarante 
huit heures. (Pholomicrographie P. Manigault.) 


‘Wn 9 a) aa; fy erPur ; ili j 
ig. 2. 5: Culture in vitro de cceur embryonnaire de poulet. Milieu plasmatique 
fourni par un cobaye traité par la cortisone. Remarquer, par comparaison 


avec la figure 4 (préparation témoin), l’absence totale de pousse cellulaire. 
(Pholomicrographie P. Manigault.) 


—_————_————— 
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Fic. 3— Culture in vitro d'un fragment de rate de cobaye adulte. Milieu plasma- 
lique normal. Remarquer limportante couronne de cellules migratrices 


autour du fragment, formée en quarante-huit heures. (Pholomicrographie 
P. Manigault.) 


Fic. 4. — Culture in vitro d’un fragment de rate de cobaye adulte. Milieu plas- 
matique fourni par un cobaye traité par la cortisone. Remarquer, par compa- 
raison avec la figure 3 (préparation témoin), la lyse cellulaire autour du 
fragment. (Pholomicrographie P. Manigault.) 
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a des cultures de fibroblastes en milieu normal. La croissance 
cellulaire fut complétement supprimée. Mais en raison de l’inca- 
pacité ol nous nous trouvions de séparer, dans l’effet obtenu, ce 
qui revenait en propre a la DOCA ou au simple excipient 
huileux, nous n’avons pas poursuivi plus loin nos recherches en 
ce domaine. 


PLASMAS D’ANIMAUX TRAITES PAR LA DOCA. — Les doses que 
nous avons utilisées étaient extrémement toxiques pour les ani- 
maux. Pourtant, si le cobaye résistait aux injections, un plasma 
trés satisfaisant était, dans la régle, obtenu. 

1° Plasmas obtenus aprés injections sous-cutanées. — Quatre 
cobayes ont recu une dose quotidienne de 1 mg de DOCA pour 
30 g de poids d’animal pendant trois jours. Deux de ces animaux 
moururent en cours d’expériences. Les deux autres furent saignés 
le quatriéme jour, alors que leur état général était déja tres 
déficient. Les deux plasmas recueillis servirent simplement 4 la 
mise en culture de fibroblastes. Dans un cas, les cultures 
obtenues furent sensiblement normales. Dans l'autre cas, la crois- 
sance fut légérement retardée et les cellules dégénérérent rapi- 
dement. 

2° Plasmas obtenus aprés injections intrapéritonéales. — Trois 
animaux recurent une injection de 50 mg et deux autres une 
injection de 25 mg de DOCA par voie intrapéritonéale. Tous les 
animaux furent saignés de une a quatre heures plus tard. Appa- 
remment, le produit injecté avait été rapidement absorbé car 
tous les cobayes étaient tres malades une a trois heures aprés 
Pinjection. Néanmoins, ils devaient survivre. 

Des deux plasmas prélevés trois et quatre heures aprés linjec- 
tion de la petite dose, le premier ne parut avoir aucune action 
toxique sur le développement des cultures, le second sembla 
stimuler & la fois la croissance des fibroblastes et des macro- 
phages. Dans 2 cas seulement nous parvinmes 4a recueillir le 
plasma chez les animaux traités par la forte dose de DOCA. Un 
de ces plasmas, obtenu une heure aprés Jinjection, inhiba 
complétement la croissance des fibroblastes et des macrophages, 
Yautre, obtenu trois heures aprés Vinjection, n’eut aucun effet 
sur les cultures de fibroblastes ; il ne fut pas utilisé pour la mise 
en cullure de fragments de rate. 


PLASMAS D’ANIMAUX TRAITES PAR L’ENDOTOXINE TYPHIOVE. —- Elant 
donné que, parmi les plasmas mis en ceuvre, seuls montraient une 
action inhibitrice importante ceux qui avaient été fournis par des 
animaux trés malades ou méme moribonds, nous avons pensé qu’il 
serait intéressant d’étudier l’action sur des cultures in vitro de 
plasmas d’animaux également mourants, mais pour une autre 
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cause. Nous avons done injecté chez 4 nouveaux cobayes, par 
voie intrapéritonéale, 1 ml d’endotoxine typhique. Ces animaux 
furent saignés deux ou trois heures plus tard, alors que leur état 
général était devenu extrémement précaire, Les 4 plasmas ser- 
virent & la mise en route de cultures de fibroblastes et de macro- 
phages. En tout cas, la croissance observée fut normale. 


ETUDE COMPARATIVE DES RESULTATS FOURNIS PAR LA CORTISONE 
eT PAR LA DOCA. — Sur les plasmas fournis par les 20 animaux 
que nous avions traités avec la cortisone, 11 ont exercé une 
influence inhibitrice trés nette sur la croissance des cultures de 
tissus in vitro. Dans 7 cas, l’action nocive s’est fait sentir a la 
fois sur les fibroblastes et les macrophages ; dans 4 cas, seule 
la croissance des fibroblastes fut suspendue, celle des macro- 
phages évoluant au contraire normalement. En cas de croissance 
partielle, les cellules étaient en majorité atypiques et montraient 
dans la régle des signes précoces de dégénérescence. 

Six plasmas seulement ont été éludiés, qui avaient été obtenus 
a partir de cobayes traités par la DOCA. De ces 6 plasmas, 
4 ne manifestérent aucun effet cytotoxique (ils se sont comportés, 
en d'autres termes, comme des plasmas normaux). Le cinquiéme 
ao complétement empéché la croissance des fibroblastes et aussi 
des macrophages. Le dernier a plutét stimulé le développement 
de ces deux types de cellules. 


Discussion. 


Les résultats que nous venons d’exposer montrent clairement 
que les plasmas de cobayes traités par de fortes doses de corti- 
sone sont en mesure d’inhiber le plus souvent la croissance des 
fibroblastes cultivés in vitro et parfois aussi celle des macro- 
phages. Nous n’avons pas cherché a déterminer la quantité 
d’hormone présente dans nos plasmas, mais on peut penser que 
la rapidité avec laquelle la cortisone a diffusé dans |’organisme 
a varié largement d’animal a animal, et c’est probablement pour 
cette raison que quelques-uns de nos résultats ont été aberrants. 
Le traitement du plasma in vitro par la cortisone a donné des 
effets beaucoup plus constants. Des 6 plasmas traités, tous ont 
complétement inhibé la croissance des fibroblastes et aussi bien 
celle des macrophages. 

Les recherches tendant a mettre en évidence une action directe 
de la cortisone sur des cultures de tissus in vitro ont été jusqu’a 
présent tres rares. Heilman [414], ayant étudié l’effet de l’hormone 
sur la croissance de cultures de rate de lapin a signalé que des 
concentrations égales ou supérieures a 2,5 py, semblent augmenter 
la production des macrophages. Mais, a son avis, cet effet n'est 
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peut-¢lre qu’apparent, les macrophages donnant impression 
d’étre en grand nombre dans les cultures uniquement parce que 
le développement concomitant des fibroblastes a été anorma- 
lement faible. 

L’effet toxique provoqué directement par la DOCA et la corti- 
sone sur des cultures de fibroblastes et de cellules endothéliales 
a été récemment recherché par Cornman [42]. Cet auteur a soumis 
a l’action de ces produits en suspension dans l’eau physiolo- 
gique des cultures de coeur de souris nouveau-nées qui avaient 
déja subi une certaine croissance dans un milieu composé de 
sérum et d’extrait embryonnaire. I] a remarqué que la DOC 
(Delta) 4 des concentrations de l’ordre de 0,02 mg/ml déterminait 
une dégénérescence sévére et rapide des fibroblastes et une 
atteinte moins forte des cellules endothéliales. Les repiquages 
sur milieu normal favorisaient le développement des cellules 
endothéliales aux dépens des fibroblastes. L’addition d’une trace 
de cortisone (0,05 a 0,15 mg/ml) précipitait la marche des pro- 
cessus. dégénératifs sans favoriser pour autant la multiplication 
des cellules endothéliales. L’addition aux cultures de 10 p. 100 
de sérum protégeait complétement les cellules contre laction 
toxique de la DOC. Dans ces expériences, les acétates de DOC 
et de cortisone se sont montrés sans influence. 

L’action inhibitrice que nous avons personnellement observée 
peut tenir, & notre avis, soit a la présence dans les plasmas de 
la cortisone ou de quelque produit apparenté, soit a l’altération 
ou a la destruction de un ou plusieurs constituants normaux de 
ces milieux. Etant donné que l’addition de plasma normal diminue, 
sans toutefois abolir, une telle action inhibitrice, nous pensons 
que la seconde explication est la moins vraisemblable. 

Sans doute, les doses de cortisone nécessaires pour obtenir des 
résultats positifs sont si fortes qu’on peut difficilement tenir 
comple de ces derniers pour expliquer parfaitement le mode 
@action antinflammatoire de Vhormone utilisée Aa dose théra- 
peutique. Remarquons toutefois que les recherches expérimentales 
faites pour inhiber le développement d’un granulome inflamma- 
loire chez Vanimal montrent que des doses élevées sont en ce 
cas aussi indispensables. 


Riésums&. 


Différents plasmas prélevés chez des cobayes traités par une 
ou plusieurs injections de cortisone ou de DOCA ont été étudiés 
avec Vespoir de déterminer leur effet sur la croissance de fibro- 
blastes et de macrophages cultivés in vitro. 

Sur 20 plasmas provenant d’animaux traités par la cortisone, 
Il ont exercé une action inhibitrice trés nette. Sept ont empéché 
la croissance des fibroblastes et aussi des macrophages. Quatre 
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ont empéché la croissance des fibroblastes sans géner celle des 
macrophages. 

Sur 6 plasmas provenant d’animaux traités par la DOCA, 
4 n’ont manifesté aucune action cytotoxique appréciable. Le 
cinquiéme a supprimé complétement la croissance des fibro- 
blastes et des macrophages. Le dernier a plutot stimulé la repro- 
duction de ces deux types de cellules. 

Six plasmas fournis par des animaux normaux ont été laissés 
en présence, a 37°, de cristaux de cortisone pendant des délais 
variables (de deux a quarante-huit heures). Tous ces plasmas, 
débarrassés des cristaux par centrifugation, ont été capables, 
sans exception, d’empécher in vitro la croissance des fibroblastes 
et des macrophages. 
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Présidence de M. PREvorT. 


NECROLOGIE 


PAUL COURMONT 


(1871-1951) 


J’ai le regret d’annoncer & notre Société le décés d’un de ses 
membres fondateurs, le professeur Paul Courmont. 

Paul Courmont était né a Lyon le 10 novembre 1871. Eléve du 
professeur Tessier, il parcourt sous son égide les échelons de sa 
carriére hospitaliére ot il fut, aprés son internat, nommé successi- 
vement Chef da Clinique en 1897 et Médecin des Hépitaux en 1903. 

Parallélement P. Courmont poursuit son ascension dans les grades 
universitaires, commencée en 1892, comme préparateur de la Chaire 
de Pathologie Interne, puis comme Chef des Travaux de Médecine expé- 
rimentale, enfin comme Agrégé de Médecine en 1900, ce qui lui 
permet d’en terminer avec les épreuves des concours a l’Age oi la 
plupart des candidats en sont encore aux labeurs des années de prépa- 
ration. 

bés ce moment Paul Courmont peut consacrer une grande partie 
de son activité a la Médecine expérimentale et a la Bactériologie ; 
cette orientation se fait sous le double parrainage, qui a exercé sur 
sa carriére une profonde influence, de Saturnin Arloing et de 
Jules Courmont son frére ainé, Avec ce dernier s’établit une étroite 
collaboration qui achéve définitivement de consacrer Paul Courmont 
\ VHygiéne et & la Microbiologie, alors dans ]’élan prestigieux de leur 
premier essor. 

En 1911, Paul Courmont succéde a S. Arloing A la Chaire de Méde- 
cine expérimentale et de Bactériologie : il semble qu’il ait trouvé, 
dés lors, sa place définitive et que sa carriére se poursuivra désormais 
sans changement. Mais le destin en a jugé autrement. Jules Cour- 
mont, titulaire de la Chaire d’Hygiéne ot il avait remplacé Bard en 
1900, tombe frappé par une hémorragie cérébrale en 1917 et son 
successeur désigné, Lesieur, disparait prématurément & son _ tour. 
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Cette vacance de la Chaire d’Hygiéne qu’avait illustrée si brillamment 
la puissante personnalité de Jules Courmont, devait y appeler son 
frére cadet, qui désormais occupera la place de son ainé dont il s’atta- 
chera 4 poursuivre l’ceuvre avec une affectueuse piété. Ce n’est qu’au 
bout de dix-sept ans que Paul Courmont renonce A la Chaire d’Hygiéne 
pour occuper en 1931, et jusqu’d l’a4ge de la retraite, la CGhaire de 
Clinique et de Prophylaxie de la Tuberculose a laquelle le désigne sa 
double carriére de clinicien et d’hygiéniste. 

Méme le temps de la retraite, qui sonne en 1941, ne devait pas 
interrompre l’activité de Paul Courmont qui a gardé jusqu’d sa mort 
la Direction de l'Institut Bactériologique de Lyon et la présidence du 
Centre départemental du Rhéne de Lutte contre la Tuberculose. 

Au cours de sa longue et laborieuse carriére Paul Courmont s’est 
consacré principalement 4 |’étude des maladies infectieuses et a la 
bactériologie générale. I] a su dans son inlassable activité tenir une 
balance & peu prés égala entre la clinique, 1l’enseignement, la 
recherche et les services pratiques de l'Institut Bactériologique. La 
phtisiologie reconnait en lui un maitre qui a su, particuliérement 
dans le domaine de la sérologie, faire concourir la clinique et le labo- 
ratoire aux progrés de la recherche en méme temps qu’au bien du 
malade. 

Membre parmi les tous premiers de |’Association des Microbiologistes 
de Langue Francaise, devenue la Société Frangaise de Microbiologie, 
le professeur Paul Courmont en était probablement le doyen d’age. 
Ii a pris une part active & la vie de notre Société ot il a depuis sa 
création publié une grande partie de ses travaux de recherches. Lors 
de ses séjours 4 Paris il ne manquait jamais d’assister & nos séances. 
Simple, affable et droit, ne paraissant pas avoir subi l’atteinte des ans, 
il s’était attiré Ja sympathie générale. Malgré son age, il se tenait au 
courant des perfectionnements les plus récents de la technique bacté- 
riologique et ne cessait de manifester un intérét toujours en éveil pour 
les problémes qui sont les ndétres. 

Sa disparition sera profondément regrettée par tous les membres 
de la Société Francaise de Microbiologie. 

P. L&pIne. 


COMMUNICATIONS 


Y A-T-IL POSSIBILITE DE SYMBIOSE 
ENTRE LE VIRUS COXSACKIE 
ET CELUI DE L’ENCEPHALITE THEILER ? 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


(Institut Alfred-Fournier et Institut National d’Hygiéne.) 


Dans deux notes antérieures [4, 2], ainsi que dans une troisieme 
: : oa 
présentée en méme temps que celle-ci [3], nous avons étudié 1’asso- 
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ciation éventuelle (en d’autre termes la symbiose) entre le virus 
Coxsackie type B neurotrope d’une part, les ultragermes poliomyéli- 
tique (Lansing), vaccinal et aphteux de l'autre, et cela dans l’encéphale 
des souriceaux nouveau-nés. Il en est résulté que si, dans ces condi- 
tions, aucune symbiose persistante n’est possible entre le virus Cox- 
sackie et ceux de la paralysie infantile et du vaccin jennérien réellement 
neuronophile, par contre l’agent pathogéne de la fiévre aphteuse (égale- 
ment neurotrope) se préte A une telle association au cours de 4 passages 
effectués sur des souriceaux. 

Comment se comportent, du méme point de vue, le virus Coxsackie 
et le virus Theiler de l’encéphalomyélite de la souris? C’est a ce 
nouveau probleme que nous consacrons le présent travail. 

La technique utilisée fut la méme que celle employée dans nos 
recherches précédentes. Un mélange de suspensions de cerveaux de 
8 souriceaux infectés, par voie transcranienne, avec le virus Coxsackie 
type B, morts ou sacrifiés malades entre le deuxiéme et le quatriéme 
jour, et de 3 souris adultes contaminées, par la méme voie, avec le virus 
Theiler, est administré dans le névraxe central de 6 souriceaux et de 
6 souris adultes (primo-inoculation). On sait que ces souris adultes 
sont réfractaires au virus Coxsackie et que c’est 14 un moyen permettant 
de dissocier la présence simultanée des deux virus chez les souriceaux. 
Ultérieurement, des passages réguliers ont été effectués. On a enregistré 
la date des décés et on a examiné le cerveau du point de vue histo- 
logique (hématéine-éosine, Giemsa-lent, bleu de Unna). 

De ce dernier point de vue, constatons que les altérations histo-patho- 
logiques .névraxiques provoquées par le virus Coxsackie (méningite, 
périvascularite, atteinte des neurones et ccelogénése [4]), altérations 
rapidement mortelles, different essentiellement de celles qu’engendre 
le virus Theiler chez les souris adultes. Apparaissant aprés une incu- 
bation sensiblement plus longue et ne provoquant le décés que bien 
plus tardivement, ces altérations intéressent les méninges, les vaisseaux, 
les plexus choroides et surtout la zone externe de la corne d’Ammon, 
dont les éléments constitutifs deviennent fortement oxyphiles, se 
nécrobiosent et offrent de la neuronophagie. En cela ces modifications 
histopathologiques ressemblent a celles engendrées chez la souris 
adulte par le virus de la fiévre aphteuse neurotrope. Elles permettent 
de définir ainsi sur coupes la présence simultanée de l’ultragerme 
Coxsackie et celui de l’encéphalomyélite de Theiler. 

Ceci dit, examinons nos résultats consignés dans le lableau ci-contre. 

Voici, en bref, les données consignées dans ce tableau 

a) Tous les souriceaux sont morts ou ont été sacrifiés trés malades du 
troisiéme au cinquiéme jour au cours de cinq passages consécutifs. La 
durée de leur processus encéphalitique a été plus longue que celle des 
souriceaux inoculés avec Vassociation Coxsackie-virus aphteux (voir note 
suivante) ; 

b) Toutes les souris adultes de la primo-inoculation et des trois pre- 
miers passages se sont comportées de méme (durée de l’encéphalite : 
trois 4 neuf jours), et cela par suite du développement de l’encéphalo- 
myélite de Theiler. Mais, lors du 4° transfert, et surtout du 5°, ces souris 
adultes ont survécu et ont été sacrifiées tardivement (soit le quinziéme 
jour), excepté lune d’elles qui est morte le douziéme jour. Or, chez ce 
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RESULTATS 


PRIMO-INOCULATION Souriceaux. Coxsackie 


et passages 
s Lésions cérébrales 


souriceaux 
Morts 

ou sacrifiés 

(en jours) 


Primo-inoculation 
1°"passage . 

2° passage . 

3° passage . 

4° passage . 

Oo mpaASSAges.* cen ee aeiee 
Passage des souris adultes 

du 3° transfert (3). . 


CO OTe EOF 
ce @ 0 o @ @ 


ee 
o 


RESULTATS 


Souris adultes. Theiler et Coxsackie (2) 
PRIMO-INOCULATION 


et passages Lésions cérébrales 


+ — 


Ss souris 


Tota 


ou sacrifiées 
(en jours) 


Primo-inoculation 
Je" passage 

2° passage . 

3° passage . 


4° passage . 


T. 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


O meee fer Goo ep 
de 


DoD ASS OL'O emp eal oi Meee 
Passage des souris adultes 
du 3°transfert (3). . 


(1) Les chiffres placés 4 droite du trait indiquent le nombre total de souris inoculées ; 
ceux a gauche du méme trait le nombre de souris ayant présenté des altérations 
(+++ intenses, + — légéres). 

(2) 7: Theiler; C : Coxsackie. 

(3) Passage des souris adultes du 3e transfert sur souriceaux et souris adultes. 


dernier sujet seulement il nous a été donné de constater des modifi- 
cations histologiques du type Theiler, le cerveau des autres s’étant 
révélé exempt de telles modifications. On en déduira que la symbiose 
des deux ultragermes, Coxsackie et Theiler, réelle lors de la primo- 
infection et des 3 premiers passages, s’est transformée, au cours du 
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4? et du 5°, en une interférence, le virus Coxsackie se substituant a 
celui de la névraxite Theiler ; 

c) Fait important : chez les souris adultes, 4 partir de la primo- 
inoculation et jusqu’au 3° transfert compris, des altérations type 
Coxsackie sont venues s’ajouter aux lésions Theiler, sous l’aspect de 
petits foyers localisés dans certaines zones limitées de l’hippocampe ; 

d) Le transfert du névraxe de souris adultes 4 des souriceaux et a 
d’autres souris également adultes a mis en lumiere, lors du 3° pas- 
sage, la présence simultanée des deux ultragermes associés. 


Conciusion. — La symbiose entre le virus Coxsackie type B et celui 
de Vencéphalomyélite de Theiler n’est possible que jusqu’au 3° trans- 
fert chez les souriceaux nouveau-nés. Elle cesse a partir de ce moment, 
le premier de ces virus se substituant au second. Cette symbiose 
semble provoquer, par ailleurs, une certaine atténuation de l activité 
encéphalilogéne du virus Coxsackie lui-méme. Il s’agirait, semble-t-il, 
d’une interférence réciproque des deux ultravirus, apparaissant @ un 
moment donné au cours de passages consécutifs. 
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SYMBIOSE ENTRE LE TYPE B ENCEPHALITOGENE 
DU VIRUS COXSACKIE 
ET CELUI DE LA FIEVRE APHTEUSE NEUROTROPE 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


(Institut Alfred-Fournier et Institut National d’Hygiéne.) 


Nous avons entrepris récemment 1]’étude des associations possibles 
(en d’autres termes des symbioses) entre le virus Coxsackie type RB 
d’une part, et le virus poliomyélitique (souche Lansing) [4], ainsi que 
celui du vaccin jennérien neurotrope [2], de l'autre. Inoculés simul- 
tanément dans Vencéphale de souriceaux non sevrés, ces ultravirus 
sont-ils susceptibles de symbiose, ou bien l’un d’eux, le Coxsackie, a 
évolution térébrante et rapidement mortelle, annihile-t-il le pouvoir 
pathogene des deux autres? Nos essais ont montré qu’en ce qui 
concerne le virus de la poliomyélite, la symbiose est inexistante, en ce 
sens que le premier de ces ultragermes efface les effets paralysants du 
second dés le premier transfert de souriceaux 4 souriceaux. Nous avons 
expliqué cette interférence en invoquant le fait que Vultragerme 
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Coxsackie offre, chez les souriceaux, une incubation de courte durée 
(quelques heures) et une évolution histopathologique des plus bréves 
(deux, trois ou quatre jours), tandis que l’incubation du virus de la 
poliomyélite Lansing et sa pullulation névraxique sont nettement plus 
prolongées. Il nous est donc apparu tout naturel que celui de ces 
agents dont l’évolution est précoce et particuliérement violente se 
substitue au second. 

Il en a été de méme, quoiqu’A un moindre degré, de l’association 
entre ce méme virus Coxsackie et le vaccin jennérien encéphalitogéne 
(dont nous venons de révéler Je véritable neurotropisme chez les souri- 
ceaux nouveau-nés [3]). En effet, dés le troisitme passage, le potentiel 
vaccinogéne cérébral (test intradermique-lapin) s’efface, A l’avantage 
de la persistance constante du virus Coxsackie. 

Or, nous venons d’étudier le méme probléme en nous adressant, 
cette fois, 4 l’association entre le virus Coxsackie type B et celui de la 
fiévre aphteuse neurotrope (découvert par Nagel [4] et Hoffmann [5]). 
Voici nos résultats 

Technique. — Un mélange d’une suspension de cerveaux de 8 sou- 
riceaux morts deux 4 trois jours aprés avoir été contaminés avec le 
virus Coxsackie type B de Dalldorf et Sickles [6], et de virus de la 
fiévre aphteuse neurotrope, est administré cérébralement 4A 7 souri- 
ceaux non sevrés agés de trois 4 quatre jours (dilution au 1/10), ainsi 
qu’a 5 souris adultes, lesquelles, comme on le sait, ne réagissent en 
aucune maniére a la contamination névraxique par la souche B de virus 
Coxsackie. A partir de cette primo-inoculation, des passages sont effec- 
tués réguliérement sur des lots de souriceaux et de souris adultes [7]. 
On note la date des décés et on pratique l’examen histo-pathologique 
des encéphales (hématéine-éosine, Giemsa-lent et bleu de Unna). 

Or, l’étude histologique des altérations encéphaliques nous a montré, 
tout d’abord, l’existence de dissemblances essentielles entre les lésions 
provoquées par le virus Coxsackie et celles déclenchées par l’ultragerme 
de la fiévre aphteuse neurotrope. En effet, contrairement aux altérations 
Coxsackie (altérations 4 la fois neuroniques, mésogliques et coelogéné- 
tiques [8], décrites par Dalldorf [9], Melnick [40] et par nous- 
mémes [44]), celles dues au virus aphteux ne sont ni térébrantes, ni 
coelogénes, mais exclusivement neuronophiles, méningées et périvas- 
culaires ; elles intéressent surtout les neurones de la couche externe 
de la corne d’Ammon et de la corticalité (oxyphilie et neuronophagie), 
en sorte qu’il est possible de diagnostiquer par un simple examen 
histo-pathologique du névraxe 1’étiologie de l’encéphalopathie, Coxsackie 
ou aphteuse, ayant provoqué la mort des animaux en expérience. 

Ceci dit, considérons l’ensemble de nos résultats, résumés dans le 
tableau ci-contre. 

Voici, en bref, les données consignées dans ce tableau 

a) Tous les souriceaux sont morts ou ont été sacrifiés malades le 
deuxiéme ou le troisieme jour au cours des quatre passages effectués ; 

b) Décés constant des souris adultes en deux 4 quatre jours ; 

c) Présence réguliére de lésions Coxsackie chez les souriceaux ayant 
servi & ces transferts ; 

d) Egalement constantes ont été les altérations de fiévre aphteuse 


chez les souris adultes ; 
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PRIMO-INOCULATION 


RESULTATS 


Souriceaux. Test—Coxsackie 


ig ae 5 nae Lésions cérébrales 
Bu2 | ZEB 

3 oa eet atoat +— O Total (1) 

i fo} 
Primo-inoculation. 7 3° 7 0 0 mel 
Tee PAaSSACCs ci. 8 ae 7 0 0 1/7 
2° passage. . i) Ze 9 0 0 He 
3° passage. 9 oe 9 0 0 9/9 
AcE ASSASO. neil ep oes 8 28 8 0 0 8/8 
Transfert du 3¢ passage 

de souris adultes (3).| 8 3e 8 0 0 8/8 
RESULTATS 


PRIMG-INOCULATION 


et passages 


Primo-inoculation. . 


1°? passage. . 


2° passage. . 


3° passage ei 
4@ passage. ..... 


Transfert du 3° passage 
de souris adultes (3). 


Souris adultes, Tests-Fiévre Aphteuse et Coxsackie 


Tota! 
des souris adultes 


eae | 


oz 


— 


Mortes 
ou sacrifiées 
(en jours) 


Qe 
au 4° 
Qe 
jer 
au 4° 


Qe 
au 4° 


Lésions cérébrales 


+++ | +- 
5 0 
5 0 0 
Boab Cs Seales 
(2) (2) Be AciiGe| Pons Ge 
SiO Oy One eae 
Sci (eb Abe orate ode OMe NEO 
Boh Oo aleuGe jedi Ohad ail 
Beeling eh WOES sho] wo 


Total (1) 


Fievre 
aphteuse 


or ¢ 
Pie ay 
oe (oid 


Coxsackie 


o 


3/5 


5/8 
3/5 


8/5 


(1) Les chiffres placés A droite du trait indiquent le total des souris inoculées, ceux 
placés 4 gauche du trait le nombre des souris ayant présenté des altérations (+++, 


Intenses ; + —, légéres). 


(2) F. A., lésions caractéristiques de l’encéphalile provoquée par le virus aphteux; C, 
altérations spécifiques du virus Coxsackie. 


(3) Passage effectué avec l’encéphale des souris adultes du 3e transfert. 
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e) Fait important : 4 partir du deuxiéme passage intéressant les souris 
adultes, des lésions type Coxsackie sont venues s’ajouter 4 ces derniéres 
modifications histologiques. Il s’agit de petits foyers localisés dans 
certaines zones limitées de l’hippocampe ; 

f) Le transfert d’encéphales de souris adultes 4 des souriceaux et A 
d’autres souris également adultes a mis en lumieére, lors du troisiéme 


passage, la présence simultanée des deux ultragermes associés. 


Conciusion. — La symbiose entre le virus Coxsackie type B et celui 
de la fiévre aphteuse neurotrope est possible au cours de 4 transferts 
consécutifs dans l’encéphale de souriceaux non sevrés. Au surplus, il 
résulte de nos essais que l’association étudiée engendre, dés le deuriéme 
passage, des altérations de type Coxsackie chez les souris adultes, par 
ailleurs résistantes ad ce virus neurotrope. 
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SUR LA VIRULENCE PAR VOIE SOUS-CUTANEE 
DU VIRUS FIXE (SOUCHE PASTEUR) 
POUR LA SOURIS, LE HAMSTER, LE COBAYE 
ET LE LAPIN 


par P. LEPINE et P. ATANASIU. 


Unstitut Pasteur, Service des Virus.) 


La souche Pasteur [4] du virus fixe de Paris, entretenue depuis son 
origine (19 novembre 1882) sur le lapin, est caractérisée chez cet animal 
par la constance de la période d’incubation (premiers signes le septicme 
jour, mort le neuviéme jour) et de symptomatologie, par l’absence de 
corps de Negri dans le cerveau et la présence de lésions spéciales de 
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pycnose nucléaire & type d’inclusion dans les cellules de la couche 
externe de la corne d’Ammon (Lépine et Sautter [2]). Cette souche ne 
tue pas le lapin par voie sous-cutanée et se montre pratiquement dépour- 
vue de neuroprobasie (Lépine, Cruveilhier et Sautter [3]). Il est pourtant 
possible dans certains cas, notamment par l'action de |’hyaluronidase, 
de lui restituer son infectiosité par voie sous-cutanée et son pouvoir de 
neuroprobasie (Béguignon, Bussard et Vialat [4]), ce qui démontre, 
malgré une longue adaptation au lapin, la persistance a l'état latent 
d’une partie des caractéristiques de la souche originelle. 

La souris présente au virus rabique une sensibilité différente de celle 
du lapin ; elle se montre plus que ce dernier sensible 4 Vinoculation 
par voie sous-cutanée, qui est chez elle fréqguemment mortelle (Babés {5], 
Remlinger [6]. Galli-Valerio [7], puis Fermi [8] ont montré que par 
passages sur la souris la virulence par voie sous-cutanée peut s’exalter 
progressivement, et que certaines souches, telle celle du virus Sassari de 
Fermi, peuvent devenir réguli¢rement mortelles pour les muridés par 
la voie sous-cutanée. De telles souches récupérent en outre la propriété 
de produire chez le lapin, quoiqu’en petit nombre, des corps de Negri 
typiques (Lépine et Sautter [9]). 

A l’état normal, pourtant, la souche Pasteur du virus fixe ne tue pas 
la souris par la voie sous-cutanée et sa virulence chez cet animal ne 
dépasse pas 10—* 4 10—* pour un inoculum de 0,03 ml. 

Des considérations économiques en méme temps que la sensibilité de 
la souris & la rage en ont fait depuis quelques années |’animal de choix 
pour les inoculations en vue du diagnostic et surtout pour les essais 
en sévie d’immunité active ou passive. 

Ayant a procéder a des recherches comparatives tant en vue d’appré- 
cier la valeur de méthodes vaccinales que le titrage d’immunsérums, 
nous nous sommes heurtés, au début de nos essais, A la faible virulence 
de la souche Pasteur pour la souris. C’est la raison pour laquelle nous 
avons cherché a remonter la virulence de la souche pour cet animal au 
moyen de passages par voie intracérébrale et par voie sous-cutanée. Les 
modifications de la souche rencontrées au cours de nos essais, nous ont 
incités 4 les poursuivre comparativement sur d’autres animaux. Nous 
rapportons ici les résultats des observations ; 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Nos expériences ont débuté en février 1947 
avec la souche Pasteur du virus fixe, ayant subi alors mille sept cent 
quatre-vingts passages pratiqués exclusivement de cerveau A cerveau sur 
le lapin. Deux passages nous ont servi  titrer la souche et a vérifier que 
son comportement était demeuré pareil 4 celui précédemment décrit [3]. 
A partir du mille sept cent quatre-vingt-deuxiéme passage, le virus a été 
entretenu chez la souris de cerveau 4 cervyeau et a servi en méme temps 
a infecter des animaux par voie sous-cutanée. 

Pour les dilutions de virus et le calcul des doses, nous avons suivi la 
méthode de Habel [40] : elle consiste & faire une suspension 4 1:10 du 
cerveau infecté dans l’eau distillée renfermant 10 p. 100 de sérum normal 
de cheval. Le liquide surnageant sert aux dilutions ultérieures. Les 
souris employées pour l’expérience sont toutes des souris blanches du 
méme age (5 4 4 semaines) et de méme poids (12 A 14 g) ; les souris 
étaient en majeure partie de lignée Sw, mais il n’a pas été tenu compte 
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de la lignée génétique ni du sexe dont Vinfluence sur la maladie est 
pratiquement négligeable (Johnson et Leach [41]). La souche n’est 
passée sur le hamster et le cobaye qu’aprés adaptation A la souris. 


RésuLtars. — Au premier passage pratiqué sur la souris (15 fé- 
vrier 1947) le titre de virulence DL;, par voie intracérébrale était 
de 10— *°, identique aux résultats maintes fois obtenus avec la méme 
souche. 

Avec les passages de souris 4 souris par voie intra-cérébrale, nous 
n’avons pas tardé a constater l’augmentation de la virulence qui attei- 
gnait au dixiéme passage 10-7 (voir tableau n° 1). Au vingtiéme 
passage (18 décembre 1948) nous avons lyophilisé le virus en suivant 
la technique type de Habel [42]. Le taux de virulence du virus au 
moment de la lyophilisation était de 10—7°; aprés quatre mois de 
lyophilisation (9 mars 1949) i] était encore de 10~°°. 


Tasteau I. — Titrage de dix passages sur souris 
par voie intracérébrale. 


NUMERO DILUTION DU VIRUS CERVEAU INOCULE 0,03 cm? 
TITRAGE . DL 
u 
numéro 50 p. 100 
passage 5 10—8 


0 ee oe ee er 
HE HBSS He dS de 


Au trentiéme passage sur souris, le virus a été essayé par voie sous- 
cutanée a différents taux de dilution sur des souris, des hamsters et 
cobayes, ainsi que sur des lapins (tableau II). 

1° Chez la souris, le taux de virulence par la voie intracérébrale se 
maintient a la DL,, du dixiéme passage. Par contre, pour les souris 
inoculées par voie sous-cutanée (cuisse ou peau du flanc), la virulence 
primitivement trés faible, a sensiblement augmenté (DL,, : 10~**) 
pour les animaux recevant 0,1 ml de suspension virulente. Sur les 
souris inoculées par cette voie, la période d’inoculation dure de quatorze 
heures a quatre jours, la maladie clinique est de courte durée, la symp- 
tomatologie est paralytique. 

2° Chez les hamsters (Cricetus auratus) la virulence par la voie 
sous-cutanée est de DL,, = 10~*. La période latente de l’incubation dure 
jusqu’au septiéme ou dixiéme jour, la symptomatologie débute par la 
paralysie du train postérieur, puis l’animal entre rapidement dans 
le coma ot il demeure trois & cinq jours. 

3° Chez le cobaye inoculé par voie sous-cutanée, la DL,, s’est 
montrée de 10—3*, la période d’incubation réguliére et la maladie 
constamment paralytique ; l’adaptation s’est donc faite pour cet 
animal parallélement & celle de la souris. 
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Tasceau Il, — Rage fixe, souche Pasteur 
aprés trente passages chez la souris (1951). 


ANIMAL DILUTION DU VIRUS 
et 


voie dinoculation 10 — 840 — 7110 — “140 — 110 — 4l40  8}10 2/10 — ! 


Souris, cerveau. . .| 0/5 | 3/5 | 5/5 | 5/5 LO prs! 
Souris, région scia- be 
tique sous-culanée . . 0/5 | 4/5 | 8/3 | 5/3 40 — 3,62 
Hamster, région scia- : 
tique sous-culanée, . We BY" |! Pale LO > 
Cobaye, région scia- a, 
lique, sous-culanée . 0/3 | 4/3 | 2/3 | 3/3 10 — 35 
Lapia, cerveau. . . 2/2 
Lapin, région scia- 
UgGUue., —aume : 2/2 
Lapin, peau flanc. . 1/2 


Chez le lapin inoculé par la voie sous-cutanée (région sciatique), 
la DL,, est également de 10 —*°. Chez le lapin inoculé par voie intra- 
cérébrale, avec le virus de souris dilué A 10—%, l’incubation s’est 
raccourcie 4 quatre ou cing jours et l’animal a constamment fait 
une rage avec symptémes d’excitation confinant & la rage furieuse : 
Vanimal tourne constamment sur lui-méme, présente du machon- 
nement, mordille sa cage et les objets, a des mouvements brusques et 
spasmodiques, essaye parfois de s’échapper de sa cage et présente une 
forte sialorrhée. 

Du point de vue anatomo-pathologique, parmi les animaux inoculés 
par voie sous-cutanée, les lésions les plus intéressantes se rencontrent 
chez les souris: ce sont des lésions essentiellement pycnotiques du 
type rage fixe, & cdté desquelles on rencontre parfois des corps de 
Negri de petite taille. 

Chez les autres animaux, les lésions sont & peu prés exclusivement 
du type rage fixe. I] est & noter que malgré la présence d'une 
réaction clinique plus accentuée qu’avec la souche classique, les lésions 
anatomo-pathologiques sont tout aussi discrétes et ne comportent pas 
plus de signes de méningo-encéphalite. 


ConcLusion. — Aprés soixante-cing ans de passage sur le lapin, 
la souche de rage fixe Pasteur, au mille sept cent quatre-vingt- 
deuxiéme passage, inoculée en série sur souris par voie intracérébrale, 
voit sa virulence augmenter rapidement pour atteindre, au dixiéme 
passage sur souris, le taux DL,, 10-75 qui est conservé sans chan- 
gement jusqu’au trentiéme passage. A partir du vingtidme passage 
la souche se montre virulente par voie sous-cutanée avec une Dig 
de 10~%*, La méme virulence par voie sous-cutanée se retrouve chez 
le hamster, le cobaye et le lapin. Le hamster se montre, de tous les 


animaux essayés, celui doué de la plus grande sensibilité au virus 
rabique adapté aux muridés. 
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Chez le lapin inoculé par voie intracérébrale, le virus adapté A la 
souris détermine une rage 4 courte incubation avec agitation et mani- 
festations rappelant la rage furieuse. Chez tous les animaux, les lésions 
anatomo-pathologiques restent celles de la rage fixe ; toutefois on peut 
rencontrer, principalement chez la souris, des corps de Negri typiques. 
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EMPLOI DE L’QEUF DE CANE 
POUR LA PREPARATION DES ANTIGENES 
DU GROUPE 
PSITTACOSE-LYMPHOGRANULOMATOSE VENERIENNE 
EN VUE DE LA DEVIATION DU COMPLEMENT 


par P. LEPINE, V. SAUTTER et L. RELNIE. 


Unstitut Pasteur, Service des Virus.) 


Nous employons au laboratoire, pour le diagnostic des maladies 
du groupe psittacose-lymphogranulomatose vénérienne par la déviation 
du complément, des antigénes provenant de la culture de l'un de ces 
virus en sacs vitellins d’ceufs incubés. 

Ces antigénes sont préparés suivant la technique générale de Nigg, 
Hilleman et Bowser [4] que nous avons suivie dans les grandes lignes, 
et qui permet d’obtenir des antig¢nes donnant toute satisfaction. 
Nous les préparons, comme les auteurs précités, & partir de l’ceuf de 
poule fécondé, inoculé au cinquiéme jour de l’incubation, les sacs 
vitellins étant prélevés le cinquiéme ou le sixiéme jour apres 
Vinoculation. 

Depuis un an, nous avons également employé avec un tres erand 
succes des ceufs de cane inoculés au cinquiéme jour de l’incubation, 
les sacs vitellins n’étant prélevés que du septiéme au neuviéme jour 
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aprés l’inoculation, en raison du développement plus lent de l’embryon 
chez cette espéce. 

Les avantages de principe que nous avons trouvés a employer des 
ceufs de cane sont les suivants : 

a) Moindre prix de revient des ceufs de cane, la demande en étant 
presque inexistante sur le marché ; 

b) Volume plus grand de l’euf et masse pondérale du sac vitellin 
plus élevée qu’avec l’ceuf de poule ; 

c) Elimination au cours des réactions de déviation du complément 
des réactions aberrantes qui pourraient étre dues A la sensibilisation 
de l’homme aux protéines de l’ceuf de poule. 

Il est classique néanmoins d’admettre que l’ceuf de cane convient 
moins bien que l’ceuf de poule A un travail bactériologique stérile, en 
raison de la fréquence de la contamination bactérienne (Salmo- 
nella, etc.) des milieux de l’ceuf chez la cane. 

Nos observations ne confirment pas cette opinion, et nous n’avons 
pratiquement pas rencontré de contaminations bactériennes ; peut-étre 
ce fait est-il di A ce que les ceufs que nous recevons proviennent de 
la ferme de l'Institut Pasteur ot ils sont trapnestés comme les ceufs 
de poule au lieu d’étre pondus dans la vase. 

La technique générale de préparation de l’antigéne (qu'il s’agisse de 
l’ceuf de poule ou de l’ceuf de cane) est la suivante : 

1° Le prélévement des sacs vitellins des ceufs inoculés avec une souche 
connue pour son pouvoir antigénique élevé a lieu lorsque les ceufs 
inoculés présentent un ralentissement des mouvements de l’embryon et 
un début de mortalité. Les sacs vitellins sont prélevés stérilement de la 
maniére habituelle et, s’ils ne doivent pas étre employés immédiatement, 
sont congelés 4 trés basse température. 

2° Les sacs vitellins, pesés, sont broyés finement au Waring blendor, 
puis dilués 4 10 p. 100 en eau physiologique additionnée d’acide phé- 
nique a 0,5 p. 100. On obtient finalement une émulsion couleur jaune- 
d’ceuf dont on remplit des flacons bouchés contenant des billes de verre. 
Les flacons sont mis a vieillir dans ]’étuve 4 37° C, en ayant soin de les 
agiter plusieurs fois par jour pendant trois semaines. A l’expiration de 
ce temps, les flacons sont placés au bain-marie bouillant pendant une 
demi-heure, ce qui a pour effet d’augmenter considérablement la puis- 
sance de l’antigé¢ne (Nigg et Bowser [2]). 

3° Apres ce traitement, lVantigéne est centrifugé en une ou plusieurs 
fractions. C'est 1a l’opération la plus délicate de la préparation. II s’agit 
d’éliminer, d’une part, les gros débris cellulaires sédimentant facilement 
et, d’autre part, la couche de matiére lipidique, légére et fragile, qui 
tend a se former a la surface et & se disperser aussit6t que la centrifuga- 
tion est arrétée. Celle-ci a lieu généralement a 5 000 t/m et dure une 
demi-heure environ. Il est quelquefois nécessaire de la répéter pour 
réussir un bon prélévement de la couche moyenne ne contenant ni gros 
débris, ni lipides en suspension, et ceci sans perdre un trop grand 
volume d’antigéne. 

4° D’autre part, des ceufs de poule ou de cane fécondés non inoculés 
sont mis en incubation, et leurs sacs vitellins sont prélevés le douziéme 
jour pour les ceufs de poule, le quatorzitme jour pour les ceufs de 
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cane. Les sacs vitellins sont traités exactement de la méme facon que 
Jes sacs vitellins des ceufs inoculés suivant la description qui précéde, 
afin de constituer un antigéne témoin normal qui sera utilisé A titre 
de contréle au cours des réactions, ot l’on aura soin, bien entendu, 
d’employer un antigéne témoin de méme espéce animale, poule ou 
cane, que l’antigéne spécifique servant A la réaction. 

5° A ce stade, la préparation proprement dite de l’antigéne spécifique 
est achevée, mais il reste 4 en éprouver la valeur pour ne conserver que 
les lots satisfaisants. 

On titre alors le pouvoir anticomplémentaire de l’antigéne obtenu. 
Celui-ci doit étre nul pour une dilution au 1 : 20, faible ou nul pour 
une dilution au 1:10; il est souvent insignifiant, méme & la dilution 
au leo: 

6° On titre ensuite le pouvoir antigénique spécifique sur un sérum 
positif. Ce sérum est toujours du sérum d’infection naturelle provenant 
d’un ou plusieurs malades 4 réactions positives. Il est conservé 4 l’état 
congelé et sert au titrage des nouveaux antigénes. La réponse de cette 
réaction est essentielle. Un bon antigéne contient au moins 1 unité 
dans 0,25 cm de la dilution 4 1 : 30 ; ce taux est habituellement large- 
ment dépassé et peut atteindre 1 unité dans 0,25 cm* d’antigéne a 1:100. 

7° On vérifie alors, sur l’antigéne ayant passé avec succes les épreuves 
précédentes, l’absence de déviation du complément non spécifique en 
présence de sérums syphilitiques donnant une réaction de B.-W. posi- 
tive. Le sérum B.-W. positif peut étre constitué par le mélange de plu- 
sieurs sérums humains donnant une réaction positive. 

8° On s’assure, par une déviation du complément pratiquée avec un 
sérum anti-ceuf, que le complément est dévié au moins également par 
un antigéne témoin normal (voyez ci-dessus) et par l’antigéne spéci- 
fique dilué 4 2 unités par tube ; ceci afin de garantir, lors de l’exécu- 
tion de la réaction, la valeur de l’antigéne comparé au témoin normal 
par rapport aux réactions anti-ceuf pouvant résulter de sensibilisations 
allergiques. 

9° La préparation du sérum anti-ceuf est elle-méme exécutée de la 
facon suivante : des ceufs fécondés non inoculés sont mis a4 incuber, et 
sont prélevés le douziéme jour pour les ceufs de poule, le quatorziéme 
jour pour les ceufs de cane. On réunit les sacs vitellins, la membrane 
chorio-allantoide, ainsi que les liquides allantoique et amiotique et l’on 
broie Je tout finement au Waring blendor. L’émulsion obtenue est 
inoculée par voie sous-cutanée 4 des Japins, en injectant le premier jour 
1 cm’, le quatriéme jour 1,5 cm? et les huitiéme et douziéme jours 
3 cm’. Les animaux sont saignés 4 blanc le yingtiéme jour ; leur sérum 
constitue le sérum anti-ceuf. 

10° Pour l’exécution de la réaction elle-méme, nous renvoyons aux 
articles et traités qui en donnent le schéma détaillé (J. C. Levaditi [3], 
P. Lépine [4}). 

Il y a lieu de souligner que, quels que soient le soin et la minutie 
apportés 4 la préparation de tels antigénes, ceux-ci n’en sont pas moins 
obtenus de facon toute empirique et que, d’un lot a l’autre, Ja valeur 
des antigénes peut, sans raison apparente, se montrer trés variable, 
voire méme nulle. D’ot l’importance du titrage et des réactions de 
controle pratiquées sur l’antigéne en cours et en fin de préparation avec 
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les différents sérums qui permettent seuls d’en apprécier la valeur. 
D'aprés notre expérience, une fois achevé, lantigéne est utilisable pen- 
dant deux ans s’il est conservé a la glaciére. 

Il arrive, enfin, que certains sérums humains présentent des réactions 
anormales, vraisemblablement du type allergique, en présence des anti- 
ednes de poule, parfois de certains seulement d’entre eux. De tels sérums 
sont exceptionnels ; nous en avons néanmoins rencontré plusieurs. En 
ces cas, révélés par le comportement des témoins dans la réaction, nous 
avons pris ’habitude de doubler les réactions faites avec les antigenes 
de poule d'une réaction pratiquée avec l’antigene de cane. En voici un 
exemple : un sérum humain (examen 51-94) mis en présence de divers 
antigenes, dont aucun, bien entendu, n’est doué de pouvoir hémolytique 
dans les tubes témoins, donne avec un antigeéne de poule spécifique n° 1 
une réaction positive & 1:40 et avec un antigéne témoin normal de 
poule une réaction positive de méme a 1 : 40. Il s’agit donc d’une réac- 
tion anormale ; le méme sérum donne une réaction négative avec les 
témoins faits en présence d’eau physiologique, avec les différents anti- 
genes de cane, et avec des antigénes de poule, spécifiques ou témoins, 
de fabrication récente. 

Kn pareils cas, la réaction effectuée en présence d’antigénes de cane 
nous permet d’éliminer les réactions aberrantes qui se produisent aussi 
bien avec des antigénes de poule « normaux » qu’avec des antigenes de 
poule spécifiques. 

Nous n’ayons pas, jusqu’ici, rencontré de sérums humains sensibilisés 
a Vantigene de cane. La nature de ces sensibilisations de sérums humains 
est, du reste, assez mystérieuse. Flle ne parait pas correspondre aux 
sérums d’individus sensibilisés 4 l’ovalbumine, si nous en jugeons par 
nos observations dans le cas du sérum 51-313, qui nous a été envoyé 
par le DY Halpern, d’un malade présentant une hypersensibilité des plus 
accusées et. des plus caractéristiques & l’ovalbumine : ce sérum_ s'est 
comporlé, vis-d-vis de Vantigéne spécifique de poule et d’un antigéne 
normal de poule, comme un sérum entitrement normal, donnant une 
hémolyse totale a 1:10. 

Les sensibilisations des sérums humains aux antigenes de poule sont 
done imprévisibles. Cette constatation donne d’autant plus de valeur a 
V’emploi des ceufs de cane pour préparer des antigénes, lesquels se sont, 
d’autre part, montrés, dans nos essais, d’excellents antigenes spécifiques 
pour l’exécution de réaction de déviation du complément dans les affec- 
tions du groupe psilttacose-lymphogranulomatose yénérienne, 
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ANTIBIOTIQUES ET LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


IX. — LACTION DE LA TERRAMYCINE 
SUR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE, 
ETUDIEE AU MiICROBIOPHOTOMETRE 


par Ewatp EDLINGER et Micne, FAGUET. 


(Service du Bactériophage, Institut Pasteur, Paris.) 


Poursuivant l’étude de Vinfluence des antibiotiques sur la lyse bacté- 
riophagique entreprise dans ce laboratoire (P. Nicolle et Faguet, 1947 
[4, 2], Faguet et Edlinger [3, 4, 5], Edlinger ect Faguet [6, 7]), nous 
avons voulu observer, A l'aide du microbiophotométre de M. Faguet [8], 
les effets d’un nouvel antibiotique, la terramycine, sur la lyse d’une 
culture bactérienne par le bactériophage. 

Technique. — Comme dans nos expériences antérieures (loc. cil.), nous 
avons utilisé le staphylocoque blanc Twort et le bactériophage homo- 
nyme, dont l’action lytique n’est suivie qu’exceptionnellement de l’appa- 
rition de cultures secondaires (P. Nicolle et P. Ducrest [9]) et, pour une 
autre série d’expériences, le staphylocoque blanc dont les cultures 
sccondaires ont été étudiées par P. Nicolle et G. Conge [40]. 

Les six tubes du microbiophotomeétre, contenant chacun 20 cm® d’eau 
peptonée a 1 p. 100 (peptone UCLAF) et 1,5 p. 100 de glucose, étaient 
ensemencés avec environ 200 000 germes par centimétre cube, prove- 
nant d’une culture de dix-huit heures sur gélose inclinée. 

Le titre des bactériophages employés a été, dans toutes les expériences, 
sensiblement le méme, environ 4.107 corpuscules par centimétre cube 
pour le phage Twort ct 8.10° pour le phage N. Les bactériophages étaient 
introduits dans les cultures au milieu de la phase exponentielle. La 
terramycine provenait d’une capsule commerciale ect était diluée dans 
V’eau bidistillée jusqu’aux dilutions nécessaires pour nos expériences. La 
solution-mére était gardée a la glaciére. 

Expériences. — La figure 1 montre la croissance normale de la culture 
staphylococcique et la lyse normale par le bactériophage Twort. Si on 
ajoute 0,5 wg de terramycine par centimétre cube, la croissance n’est 
que trés faiblement ralentie, mais la lyse est retardée. Si on ajoute 1 ug 
de terramycine par centimétre cube, la croissance bactéricnne est plus 
fortement ralentie, mais la lyse bactériophagique ne se manifeste que 
par une faible diminution de l’opacité optique ; 2,0 yg de terramycine 
inhibent complétement la lyse. 

Dans d’autres expériences, la terramycine a ¢6lé ajoutée a la culture 
bactérienne une heure avant l’addition du phage ; nous avons obtenu 
des résultats superposables, qu’il nous parait inutile, par conséquent, de 
reproduire. 

La figure 2 représente les courbes des expériences dans lesquelles la 
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terramycine a été ajoutée apres V’introduction du bactériophage Twort 
dans la culture bactérienne. Si on introduit 0,5 wg de terramycine par 
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Fic. 4. — Action du phage Twort et de différentes doses de terramycine ajoutées 
simulianément. Les courbes « croissances » et « phages témoins » montrent 
la croissance et la lyse normales, Y Intervention. 9 Phage. T, Terramycine 
(0,5, 4,0, 2,5 pg par centimétre cube de culture). 
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Fic, 2.— Action de la terramycine lorsque le phage est préalablement introduit 
dans la culture. Les courbes « croissance » et « phage témoin » montrent la 
croissance normale et la lyse normale, lorsque la derniére culture recoit le 
phage au moment ¢. Les courbes 0,5 1,0 (= ug de terramycine par centimétre 
cube de culture) en traits pleins ne recoivent que l’antibiotique; les mémes 
courbes en pointillé ont recu préalablement le phage. 


cenlimétre cube, la lyse n’est qu’amorcée ; si la concentration de l’anti- 


biotique est de 1 yg, il n’y a aucune diminution de Vopacité de la 
culture. 
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Dans la figure 3 sont réunis les résultats des expériences, dans les- 
quelles la culture bactérienne recoit 0,5 vg et 1 yg de terramycine, 
mais en méme temps le phage N. Les témoins permettent de suivre les 
courbe de la croissance et de la lyse. Cette derniére est suivie de ]’appa- 
rition d’une culture secondaire. La culture qui a recu 0,5 ug de terra- 
mycine et le phage N subit une lyse ralentie et la culture secondaire 
croissante n’apparait que plus tardivement et plus lentement. La culture 
qui a recu 1 pg de terramycine montre une trés faible diminution de 
Vopacité, suivie tardivement par une légére augmentation. Ces varia- 
tions de la densité optique peuvent étre interprétées comme une ébauche 
de lyse bient6t interrompue. 


Discussion. — Comme avec les autres antibiotiques, ]’effet de la terra- 
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Fic. 3. — Action de la terramycine et d'un phage N sur une culture staphylo- 
coccique. Les courbes « croissance » et « phage témoin » montrent la crois- 
sance normale et la lyse normale. Y Intervention. g Phage. T, Terramycine 
(0,5, 1,0, 2,5 ug par centimétre cube de culture). 


mycine sur la lyse bactériophagique différe non seulement quantitati- 
vement, mais aussi qualitativement suivant la concentration employée. 
Il est compréhensible qu’une concentration au-dessus du taux bacté- 
riostatique empéche la lyse. Pour les concentrations sub-bactériostatiques, 
la terramycine introduite en méme temps ou avant le phage dans la 
culture bactérienne retarde ou inhibe partiellement la lyse. Et fait sur- 
prenant, cette lyse est, 4 concentrations égales, plus fortement inhibée, 
lorsque |’antibiotique est ajouté aprés le phage. Si l’inhibition de la lyse 
était due A l’action bactériostatique de l’antibiotique, on serait en droit 
d’attendre plutot un affaiblissement de l’effet antilylique, parce que la 
fixation des corpuscules bactériophages sur les bactéries et la lyse non 
perceptible des cellules infectées en premier se sont déji produites. I 
n’en est rien. I] faut donc admettre que la terramycine posséde une action 
antilytique. Cette action antilytique consiste peut-étre en une lésion des 
récepteurs bactériens, plus sensibles que les fonctions de la vitalité de la 
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bactérie A lattaque de }’antibiotique, ou une action anliphage. c'est: 
a-dire une perturbation dans la multiplication du phage. 

Les résultats obtenus avec le phage N sugg?rent que l’action anti- 
lytique de Vantibiotique est dans ce cas plus faible qu’avec le phage 
Twort. 

Tl est évident que ces expériences ne peuvent donner qu'une orienta- 
tion sommaire pour des recherches ultérieures. Néanmoins, nous consta- 
tons une fois de plus des différences dans l’action des antibiotiques sur 
la lyse bactériophagique. L’action de la terramycine, quoique non iden- 
tique, ressemblerait plus A celle de la chloromycétine [4, 7] et de 
Vauréomycine [5] qui sont douées elles aussi d’un effet antilytique, 
qu’a Vaction de la pénicilline [4, 2] et de la streptomycine [3, 6] pour 
lesquelles la bactériostase détermine tout une série de phénomeénes. 


Résumé. — Avec des doses sub-bactériostatiques de terramycine, on 
peut ralentir ou empécher partiellement la lyse d’un staphylocoque par 
son phage homologue. Cette action antilytique de la terramycine est 
renforcée si l’antibiotique est ajouté aprés le phage. 
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INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE 
SUR LA PRODUCTION 
DES AGGLUTINOGENES STAPHYLOCOCCIQUES 


par J. PILLET, P. MERCIER et Mme B. ORTA. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Au cours de recherches sur la classification des staphylocoques par 
fa technique de Vagglutination spécifique, nous avons été amenés i 
constater des différences importantes et réguliéres dans le taux des agglu- 
tinations selon le milieu ot avaient proliféré les germes utilisés dans ces 
réactions. La connaissance de cette variation dans la production des 
agglutinogénes, aisément reproductible, facilitera vraisemblablement 
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l’étude des substances nécessaires A l’élaboration de ces agglulinogénes, 
et permettra peut-¢tre d’obtenir certaines indications sur leur nature. 

Nous avons, par ailleurs, étudié parallélement la production d’hémo- 
lysine @ et de coagulase dans les mémes milieux, L’élaboration de 
toxine ¢ varie dans le méme sens et dans une proportion comparable a 
celle des agglutinogénes, alors que la production de coagulase semble 
peu influencée par la nature des différents milieux utilisés. 


MATERIEL EY TECHNIQUES. — Milieux. — Nous avons utilisé 3 milieux 
dont Ja composition est la suivante et que nous désignerons, pour 
simplifier, par A, B, C. 


Milieu A. 
Digestion papainique de viande de veau. ....... 500 cm? 
iivdrolysatidercclatinem=-mem es ante enn arene ee 20 cm? 
Citrate trisodique. .. . Fete fe MOSER PULA Me 3g 
Phosphate monopotassique . aie RPA TR: Tacs A 8 g 
Glucose. =. PE SWORE RO Ln SM Spel 3 ripe eerste 5 g 
Eau physiologique siete TICL Tack Eolnah: masts wanes. ep 000gems 
Milieu B. 
Digestion papainique de viunde de veau . ...... 500 cm? 
BSE O VON ENGI. Guo st neglaad Gas umeh Aleka egos 500 cm? 


Milieu C. 


Reptoneg) Car Ac teemriecies t-k-rcpba ect wio yh eter ps Va 20 g 

GIUCOS CPR sere te bra ees ae eee 9 Lee tae 2. mene 5 g 

Have piysiolo Cue mem mee eee eee ee OO00m cm? 
Souches. — La production d’agglutinogénes a été recherchée avec les 


souches originales de Cowan, caractéristiques des groupes I, II, I, a 
Taide d’antisérums homologues ct hétérologues. La toxinogénése q@ a 
été étudiée avec la souche Wood 46 et lélaboration de coagulase avec 
2 souches de la collection donnant des réactions trés nettes a ce test. 
Techniques. — Les techniques de préparation des antisérums, de 
mise en évidence des agglutinogénes, de la toxine u ct de la coagulase 


ont été décrites précédemment [4, 2]. 


Résuttats. — Les résultats moyens obtenus dans Ja recherche des 
taux d’agglutination a l’aide d’antisérums homologues peuvent se résu- 
mer ainsi : 


SOUCHIES TYPES MIL'EU A MILIEU B MILIEU C 
OL eens kr et ae oe ne 4 1 000 4/750 <A /125 4) 
GDS eee pee ee. ale Il 1/4 500 1/41 000 4/100 
CLS ORY Here coeeek se wea NLT 4/1 000 4/1 000 4/50 


Les agglutinations croisées étant la régle avec les staphylocoques, nous 
avons répété l’expérience en employant des antisérums hétérologues ; les 
résultats ont été analogues. 

Les chiffres précédents montrent clairement qu‘il existe une diminu- 
tion trés marquée du taux de l’agglutination (de l’ordre de 90 p. 100), 
selon que le germe s’est multiplié en milieu A et B d’une part, ou en 
milieu C d’autre part. 
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Les conséquences immédiates de ces faits sont que les souches types 
I, II, Il et, d’une maniére générale, l’ensemble des souches de staphy- 
locoques, deviennent inclassables par la technique des sérums absorbés 
lorsqu’elles se sont développées en milieu C. Les sérums utilisés sont en 
effet, dans ce cas, dilués uniformément au 1/50 avant absorption. 

Le milieu n’exerce aucune action inhibitrice directe sur l’agglutina- 
tion spécifique, comme on peut s’en assurer en émulsionnant des germes 
ayant poussé en milieu A, soit avec de |’eau physiologique, soit avec du 
milieu C; les taux d’agglutination restent identiques. 

Les staphylocoques donnant cependant de meilleures émulsions en 
milieu C, nous avons pris l’habitude de les émulsionner dans ce milieu 
lors de nos recherches sur la classification sérologique de ces germes. 

Nous rappellerons, par ailleurs, que B. Hobbs [3] a constaté que la 
présence de glucose dans le milieu de culture permettait d’obtenir fré- 
quemment des émulsions stables avec des germes qui, cultivés en milieu 
non sucré, agglutinent spontanément. Nous avons confirmé ce fait a 
V’occasion de ces recherches ; toutefois, |’action du glucose ne suffit pas 
4 expliquer les résultats que nous avons obtenus, la proportion de sucre 
présent dans le milieu A en particulier étant au moins égale a celle du 
milieu C. 

Influence du pH. — Le milieu C étant peu tamponné, il s’aciditie 
rapidement et il était possible que cette acidification empéchat la forma- 
tion normale des agglutinogénes. Il ne semble pas que cette hypothése 
soit valable, car, si l’on neutralise & la soude le milieu de culture au 
fur et A mesure de la prolifération des germes ou si l’on ajoute de 
Vurée au milieu (les staphylocoques élaborant une uréase trés active), 
les résultats restent identiques en milieu neutralisé ou non. 

Développement des cultures. — La comparaison de la richesse des 
cultures selon le milieu, aprés dix-huit heures d’étuve 4 37°, peut étre 
exprimée ainsi : 

Cc eS: A = B 


PRODUCTION D’HEMOLYSINE ET DE COAGULASE SUR LES DIFFERENTS MILIEUX. — 
La production d’hémolysine q en milieu liquide selon les méthodes 
habituelles donne en moyenne les résultats suivants : 


Milieu A=10 Unités. Milieu B=5 Unités. Milieu C=1 Unité. 


Il semble donc exister un certain parallélisme entre la diminution de 
la production d’agglutinogéne et celle d’hémolysine a selon le milieu de 
culture. 

Les temps de coagulation du plasma citraté par des cultures tuées 
provenant des différents milieux sont, par contre, trés voisins ainsi que 
le titre de la dilution minima active des différentes coagulases obtenues 
de cette maniére. Nous avons effectué cette recherche d’une part sur les 
cultures totales tuées, d’autre part sur le liquide surnageant aprés cen- 
trifugation et enfin sur l’émulsion de germes tués et lavés. Dans les 
deux premicéres séries d’expériences, nous avons dilué le plasma au 1/5 
avec une dilution de citrate trisodique A 10 p. 100, car le milieu C 


non ensemencé provoque fréquemment la coagulation du plasma dilué 
au 1/5 avec de leau physiologique. 


INPLUENCE DES REPIQUAGES sUCCESsIFs. — Aprés 15 repiquages a trois 
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jours d'intervalle en milieu C les résultats obtenus dans ces différents 
tests sont identiques. On ne constate donc pas, dans les limites de 
temps de l’expérience, d’adaptation des staphylocoques A ce milieu et 
la production des agglutinogénes en particulier reste trés faible malgré 
les repiquagés successifs. 


RésuME ET concLusion. — La production d’agglutinogéne spécifique 
par les staphylocoques subit une variation réguliére et considérable de 
Vordre de 90 p. 100, selon le milieu ot le microbe a été cultivé. 

Si Von dose ’hémolysine g, produite dans les mémes milieux, on 
note une variation paralléle de la quantité de toxine élaborée, alors 
que la production de coagulase parait peu influencée par le milieu. 

Les résultats de ces tests restent identiques aprés 15 repiquages a 
trois jours d’intervalle dans les différents milieux. 
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LA GELOSE-GELATINE DE LEGROUX 
MILIEU DE CULTURE 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par L. SECOND et R. CHATELAIN. 


Unstitut Pasteur, Laboratoire de la Collection.) 


La gélose-gélatine profonde, milieu de culture créé par R. Legroux 
en 1938 (voir Cours de l'Institut Pasteur 1938-1939, p. 67) est un milieu 
servant aussi bien 4 l’isolement des germes aérobies qu’a celui des 
germes anaérobies. La croissance y est plus rapide et le prélévement 
des colonies plus aisé que dans les tubes de gélose profonde de Veillon. 

Dans ce milieu additionné de facteurs de croissance, qu’il s’agisse 
de sérum-ascite et d’extrait globulaire ou de plasma, les germes 
poussent rapidement lors de l’isolement a partir de l’organisme et 
leur culture rapide rend ce milieu particuliérement utile en ce qui 
concerne la séparation des germes des suppurations pluri-microbiennes 
ou des contréles de stérilité dans lesquels il est indispensable d’obtenir 
avec la technique la plus simple possible, la certitude d’absence de 
germes aérobies ou anaérobies. 

Au cours de l’utilisation de ce milieu, en vue de diagnostic bacté- 
riologique utilisé en clinique, il nous a été donné d’ensemencer ce 
milieu avec des produits de suppuration tuberculeuse dans lesquels il 
fallait vérifier ]’absence de tout germe d’association. 
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I. Pus d’abeés froid d’un nourrisson suspect de tuberculose. — Ce 
pus est ensemencé sur milieu de Lowenstein pour y rechercher le 
Mycobacterium tuberculosis et en gélose-gélatine de Veillon (avec 
adjonction de sérum ct d’extrait globulaire) en vue de la détection de 
germes pathogénes autres que lul. 

Sur milieu de Léwenstein, aprés quinze jours d’étuve a 37°, des colo- 
nies apparaissent, typiques d’une croissance de bacilles tuberculeux. 

En gélose-géiatine profonde, aucune culture nest apparue les 
premiers jours, mais les tubes gardés en observation ont montre, apres 
trois semaines, de fines colonies légérement arborescentes de 1 mim 


Colonies de Mycobaclerium tuberculesis 
en gélose-gélatine de Legroux aprés 3 semaines d’étuve a 37°. 


de diamétre environ, se situant pres de la surface dans Ja zone d’aéro- 
biose (1 cm 1/2 de hauteur environ). 

L’examen microscopique, par la méthode de Ziehl-Neelsen, dune de 
ces colonies, a montré la présence de germes acido-résistants caracté- 
ristiques. 

Il. Pus regu @un hopital pour recherche de « Brucella melitensis ». 
— Du fait des renseignements cliniques joints A lVenvoi nous avons 
suspecté une tuberculose. Nous avons ensemencé systématiquement. le 
produit sur milieu de Léwenstein et en gélose-gélatine 


profonde (avec 
adjonction de sérum et 


(extrait globulaire). Nous avons obteinu les 
mémes résultats que précédemment aussi bien d’aprés aspect des 


colonies que des germes examinés au microscope apres coloration de 
Zichl-Neelsen. 


IT. Pus d’un ganglion de cobaye tuberculeux. — Le ganglion est 
prélevé aseptiquement ect le pus ensemencé : 1° sur milieu de 
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Lowenstein ; 2° en gélose-gélatine profonde (avec adjonction de sérum 
el d’extrait globulaire). A titre de contréle, 3 tubes de gélose-gélatine 
profonde, sans adjonction de facteurs de croissance, ont été également 
ensemencés, Nous avons obtenu les mémes résultats qu’en I et II mais 
la culture a été négative en gélose-gélatine profonde dépourvue de 
facteurs de croissance. Ceux-ci sont donc indispensables 4 la croissance 
du bacille tuberculeux. 

IV. Nous avons réalisé des essais identiques avec des souches de la 
collection de l’Institut Pasteur : souche tuberculeuse humaine « Ratti », 
souche H 37 RV, souche bovine « Vallée », et enfin, avec une souche 
humaine récemment isolée provenant du laboratoire de la tuberculose. 
Les résultats ont été absolument comparables aux précédents. 

Ensuite nous avons étudié les conservations des germes acido-résis- 
iants dans ce milieu. Ces cultures en gélose-gélatine profonde ont été 
conservées huit mois 4 l’étuve et elles étaient encore repiquables ; 
mais elles ne l’étaient plus aprés un an de conservation dans les mémes 
conditions. 

Des faits ainsi observés, il est possible de déduire les conclusions 
suivantes 

Le bacille tuberculeux peut se développer dans la zone d’aérobiose 
en milieu de gélose-gélatine de Legroux a condition d’y adjoindre du 
sérum et de l’extrait globulaire ou du plasma, facteurs indispensables 
4’ sa croissance dans ce milieu. 

La culture y est plus lente et plus pauyre que sur milieu de 
Léwenstein ou sur pomme de terre glycérinée et on ne saurait penser 
&% utiliser ce milieu pour les techniques habituclles de culture dans 
les laboratoires de tuberculose. 

Cependant, au cours de Jisolement des germes en provenance 
d’organisme infecté, il peut permettre directement lisolement des 
souches, et d’autre part, dans les contréles de stérilité destinés a la 
préparation de vaccin, par exemple, la culture en gélose-gélatine 
profonde permet de vérifier avec une seule manipulation l’absence de 
germes banaux aérobies, ou de germes anaérobies, ou méme de 
bacilles acido-résistants & condition de conserver les tubes pendant 


x 


plusieurs semaines a l’étuve a 37°. 


ASSOCIATION DE SPHEROPHORUS GLYCOLYTICUS 
ET DE A/STELLA PSEUDO-INSOLITA 
DANS UN PUS PLEURAL 


par E, R. BRYGOO. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Si les appendicites gangréneuses peuvent classiquement étre @ 
Vorigine de suppurations A distance au cours desquelles la flore endo- 
gene des anaérobies trouve une occasion propice de manifester son 
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pouvoir pathogéne occasionnel, l’isolement chez un méme malade, a 
huit jours d’intervalle, de deux germes anaérobies dont lun était une 
espéce nouvelle alors, et l’autre une variété au moins peu commune, 
mérite peut-étre d’étre signalé. 

Le malade chez qui ces germes ont été isolés a fait l’objet d'une 
communication des D's Soulage et Evrard 4 la réunion médico-chirur- 
gicale de Saigon-Cholon du 8 décembre 1950. Ces auteurs n’ont consi- 
déré que le point de vue clinique et thérapeutique, leur malade a été 
guéri par un traitement prolongé 4 la terramycine. 


Il s’agit d'un militaire caodaiste, H. V. T., qui, opéré au huitiéme jour 
dune perforation d’appendicite, fait ultérieurement un épanchement péri- 
cardique et un épanchement pleural. Le liquide péricardique ne contient 
ni cellule ni germe, par contre le liquide pleural est franchement purulent. 

Ce premier examen montre, A coté de nombreux polynucléaires, des cocci 
Gram-positifs et de fins bacilles Gram-négatifs. Un staphylocoque blane 
pousse en aérobiose, un streptocoque en anaérobiose, le bacille Gram- 
négatif ne peut étre cultivée, 

Un nouvel examen du pus pleural, prélevé dix jours plus tard, ne nous 
parvient, 4 la suite de difficultés de transport, qu’avec quarante-huit heures 
de retard. Aprés coloration, on voit de fins bacilles Gram-négatils, les 
cultures aérobies et anaérobies ne donnent qu’un Proteus. Etant donné le 
long délai qui a séparé le prélevement de la culture et augmentation consé- 
cutive des risques de souillure, des réserves doivent étre faites sur limpor- 
tance & accorder 4 ce germe, dont on ne retrouvera d/ailleurs plus trace par 
la suite. 

Quinze jours aprés Je premier examen, nouveau prélévement de pus pleu- 
ral; a4 ’examen direct on voit de rares bacilles Gram-négatifs, fins, isolés 
ou en amas. Les cultures aerobies sont négatives ; les cultures anaérobies, 
en milieu V. F., donnent un germe Gram-négatif (n° 1801). 

Huit jours plus tard, soit vingt-trois jours aprés le premier examen, nou- 
veau prélevement. Pas de germes visibles & l’examen direct, les cultures 
aérobies sont négatives, les cultures anaérobies en milieu V. F. permettent 
disoler un germe Gram-négatif (n° 1833). 


Les conditions locales ne permettant pas l'étude compléte des germes 
anaérobies, les 2 souches sont adressées au D? A.-R. Prévot, & l'Institut 
Pasteur de Paris, qui identifie 

Le germe 1801 comme un Spherophorus glycolyticus, espéce nouvelle, 
décrite le 14 décembre 1951 par Tardieux et Ernst (1) ; 

Le germe 1833 comme une Ristella pseudo-insolita, Beerens et 
Aladame 1949, variété sérophile. 

L’intérét de cette observation ne réside pas seulement dans la rareté 
des espéces décrites, ni méme dans leur nouvelle localisation géogra- 
phique, celle-ci ne faisant que confirmer le cosmopolitisme, l’univer- 
salité de la flore endogéne des anaérobies de l’-homme, elle réside aussi 
dans la diversité des espéces rencontrées. 

L’isolement de germes variés 4 partir d’un pus pleural n’est pas un 
fait nouveau et nombreuses sont les observations ou dans un méme 
prélévement plusieurs germes anaérobies ont pu étre identifiés. Dans 
ce cas la succession des isolements est particuli¢érement intéressante, il 


(1) P. Tardieux, Ces Annales, 1951, 80, 275. 
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semble que I’on assiste 4 une sélection des germes par la thérapeutique 
antibiotique. 

Dés le premier examen, on constate bien la présence de bacilles Gram- 
négatifs, mais seuls poussent des cocci aérobies et anaérobies. Ceux-ci 
seront les premiers 4 disparaitre, ils ne seront plus retrouvés par la 
suite. Au deuxiéme examen ne pousse qu’un Proteus ; il n’est pas 
possible de décider s’il provient d’une souillure ou s’il fait partie de 
Vassociation primitive, lui non plus ne sera pas retrouvé. Dans les deux 
derniers prélévements enfin, seuls des anaérobies stricts poussent. Il 
est possible que ]’examen d’un plus grand nombre de colonies isolées 
apparemment semblables et leur étude compléte aient permis dans ces 
deux prélévements de mettre en évidence la présence des deux germes 
associés, c’est une hypothése qui ne peut étre exclue. Cependant, il est 
certain que dans le premier examen les colonies de Spherophorus 
dominaient comme celles de Ristella le faisaient dans le second, puisque 
)’étude de plusieurs colonies de chaque prélévement n’a donné qu’une 
espéce dans chaque cas. ; 

Il s’est donc produit, in vivo, une sélection, vraisemblablement par 
élimination des germes les plus sensibles 4 la thérapeutique. Les anti- 
biotiques qui, si souvent, génent le laboratoire pour l’isolement d’un 
germe, ont largement contribué ici & mettre en évidence des espéces 
dont le réle habituel doit étre assez discret lorsqu’il sont en butte a la 
concurrence microbienne de germes plus actifs. 


Conciusions. — L’isolement a Saigon dans un pus de pleurésie puru- 
lente de deux espéces anaérobies peu communes, Spherophorus glyco- 
lyticus et Ristella pseudo-insolita permet de souligner : 

L’ubiquité des espéces anaérobies parasites de homme ; 

Le réle favorisant que peut avoir une thérapeutique antibiotique pour 
la mise en évidence des anaérobies dans une flore complexe ; 

La grande valeur de la technique d’isolement en gélose V. F. glucosée. 


INFLUENCE DE LA REDUCTOSE 
SUR LE COMPORTEMENT DES BACTERIES AEROBIES 
VIS-A-VIS DES ANTIBIOTIQUES 


par J. MEYER, J. MALGRAS et J.-C. POTIN. 


(Laboratoire de Microbiologie. Facullé de Pharmacie. Strasbourg.) 


Depuis quelques années on emploie pour la culture des Bactéries 
anaérobies un sous-produit de brasserie dénommé « Réductose » dont 
J. de Clerck [1] fut le premier 4 indiquer le réle dans la protection de 
la biére contre ses maladies par abaissement du rH. 

Par la suite, A.-R. Prévot [2] préconisa l’emploi de cette substance 
dans la culture des anaérobies a |’air libre. 
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Enfin Moureau [3] publia une étude systématique et compléte sur 
Vinfluence de la réductose dans la culture des anaérobies a l’air libre. 
En ce qui concerne |’hémoculture, cet auteur pense que |’addition de 
réductose au bouillon rend l’hémoculture totale d’emblée, « la réductose 
n’ayant aucune action empéchante sur les germes aérobies ». 

L’action de ce facteur faisant l’objet de recherches au laboratoire, il 
nous a paru intéressant de poursuivre des investigations en vue de 
déterminer de facon plus précise ce qu’il fallait penser de l’emploi de 
la réductose dans les hémocultures et plus particuliérement dans 
l’épreuve de résistance des bactéries aérobies aux antibiotiques, épreuve 
qui, actuellement, est bien souvent Je but de cette hémoculture. 

Dans ces essais nous avons utilisé la méthode de Heatley dite d’Oxford 
en pratiquant les cultures sur milieu solide de Nitti et Martin préconisé 
par Sartory et Meyer [4]. 

Ces essais ont été divisés en deux parties. 

I. Action directe du mélange antibiotique + réductose sur différenis 
germes. — Nous coulons une petite quantité du milieu dans des boites 
de Petri stériles de fagon 4 obtenir une couche mince ; aprés solidifi- 
cation et dans un deuxiéme temps, on recouvre cette premiére couche 
d’une mince pellicule du méme milieu ensemencé & 40° au moyen de 
quantités égales d’émulsions en soluté physiologique des différents 
germes expérimentés. 

Une fois le milieu refroidi, nous avons disposé avec précaution el sans 
les enfoncer dans la gélose deux anneaux de Heatley stériles dans chaque 
boite. On a introduit dans l'une I goutte de solution d’antibiotique de 
litre connu et dans l’autre le méme volume d’antibiotique additionné 
de I goutte de réductose. Pour se placer dans les mémes conditions 
de volume, dans le premier anneau on a ajouté I goutte d’eau stérile. 
Aprés deux heures de séjour a la glaciére, pour assurer la diffusion des 
liquides dans le milieu, nous avons abandonné les boites pendant 
vingt-quatre heures a l’étuve a 37°. 

Le tableau qui suit exprime pour les souches sensibles utilisées, les 
dimensions en millimétres des zones de lyse correspondantes obtenues 


| ZONES DE LYSE 
| (diamétres 
| en millimétres) 
| 
ANIIBIOTIQUE BACTERIE o> © 
. ES & 
| <0 i 
| | cS i oF 
| 28 Ba 
sy = 
Sih 3 
<+ 4 
eae B. subtilis (2,5 U.O./om3}. . . . aid 16 
Pénicilline. Staphylococcus aureus (5 U.O./em*) 19 24 
: B. sublilis 522 22 
Ditiedic- URS on Sora a Oe 2 
prepionigcing Escherichia ‘colt, «3 ei. saeee si ORS 44,5 
(10 000 U.Jem3) Slaphylococcus aureus .  . . . . 18 AS 
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en présence de pénicilline et de dihydro-streplomycine seules ou addi- 
tionnées de réductose. 


Pour plus de sdreté nous avons contrélé les résultats obtenus en 
utilisant la méthode au Vitastain mise au point au laboratoire par 
J. Meyer et Chambet [5]. Les résultats obtenus ont été, dans tous les 
cas, superposables aux précédents. 

II. Action de Vantibiotique sur différents germes cultivés en présence 
de réductose. — Dans ce cas il ne peut intervenir d’inhibition directe de 
Vantibiotique par un produit réducteur, en l’espéce la réductose. Pour 
nous placer dans les mémes conditions que dans l’hémoculture selon 
la technique de Moureau, nous avons pratiqué nos essais en ajoutant 
1/10 de réductose au milieu liquéfié et ceci juste avant l’ensemencement. 

Pratiquement, afin de pouvoir comparer d’une facon plus précise 
Vaction des antibiotiques, nous avons utilisé l’artifice suivant 

Sur la couche de milieu stérile et avant son complet refroidissement, 
nous avons disposé diamétralement une baguette de verre délimitant 
deux zones en demi-cercle de méme_ superficie ; puis, aprés_ solidi- 
fication compléte, nous avons recouvert l’une des zones d’une légére 
couche de milieu réductosé ensemencé. Aprés quelques minutes de 
séjour a la glaciére, on retire la baguette au moyen de pinces flambées 
et on compléte la boite avec le milieu sans réductose, mais ensemencé 
de facon identique. Le reste de l’opération s’effectue comme plus haut. 

On a ainsi obtenu des boites de surface uniforme, permettant 
1étude de l’action d’un certain nombre d’unités de pénicilline et de 
dihydro-streptomycine sur un germe culltivé sur les deux milieux diffé- 
rents. Les souches mises en expérience sont les mémes que précédemment 
et les résultats obtenus sont exprimés dans le tableau qui suit. 


SSS TS SEAS AR EAS IY SS FREESE IO TET 


ANTIBIOTIQUE GERME ratte sent 
smith Bmsuboiicn(2>onUaOn/ Claes we A8 16 
Pénicilline. Staphylococcus aureus (5 U. O./cms). 27,5 24 
é Br SUUDLULIS GN Gs woedtey (o gtvecet swe ea c0 Pyours 28 22 
Pee ‘ E. coli . da eee eae es 20 44,5 
Bene prOuny um K. ONIAC TA ee ee 36,5 25 
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L’examen des deux tableaux montre que l’action de la pénicilline es! 
diminuée par addition de réductose, alors que celle de la dihydro-strepto- 
mycine n’est pas perturbée, sauf vis-a-vis du colibacille qui se trouve, 
au contraire, plus fortement lysé. 

Par contre, lorsque la réductose est introduite dans les milieux de 
culture, elle augmente nettement la sensibilité des germes aux deux 
antibiotiques utilisés. L’épreuve de résistance aux antibiotiques apres 
hémoculture sur milieu réductosé, pour les bactéries aérobies, ne 
donnerait donc pas une idée exacte de la résistance véritable de ces 
bactéries aux antibiotiques. 
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Nous avons réalisé un essai supplémentaire ; aprés culture sur milieu 
réductosé, nous avons repris les bactéries qui ont été ensemencées sur 
milieu de Martin et Nitti sans réductose ; l’essai de résistance aux 
antibiotiques s’est alors montré en tous points identique a celui effectué 
au moyen de bactéries n’ayant jamais été cultivées sur vniliew réduc- 

_tosé. Un simple repiquage élimine donc l’action de sensibilisation des 
bactéries aux antibiotiques par la réductose. 
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TROIS SOUCHES DE SH/GELLA BOYDII 
APPARENTEES A UN TYPE PRECEDEMMENT DECRIT 


par D, PIECHAUD et Mz=* §. RUBINSTEIN. 


(Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur.) 


Dans une note précédente [4] nous décrivions un nouveau type anti- 
génique de Sh. boydii isolé 4 Madagascar (souches D 15 et D 21). De ce 
germe nous rapprochons aujourd’hui 3 souches isolées 4 Hanoi l’année 
derniére par le D*™ Kirche chez des malades présentant un syndrome 
dysentérique complet avec émission de glaires muco-sanglantes conte- 
nant le germe en quantité trés importante. 

C’est un bacille Gram-négatif, immobile ayant tous les caractéres 
morphologiques et biochimiques des Shigella: colonies rondes régu- 
liéres sur gélose inclinée et, en bouillon, trouble uniforme avec des 
ondes moirées. Ces souches n’utilisent ni urée ni citrate. Le lait et le 
petit-lait tournesolés, neutres les trois premiers jours qui suivent l’ense- 
mencement, sont ensuite alcalinisés lentement. Nos souches ne _pro- 
duisent pas d’SH, mais elles donnent en vingt-quatre heures une quan- 
tité importante d’indole. Nous insistons sur cette production d’indole 
qui est le seul caractére biochimique marquant, séparant ces souches 
de celles précédemment décrites [4]. 

Leur action sur les hydrates de carbone est la méme que celle des 
souches D 15 et D 21 : lactase, saccharose et dulcite ne sont pas attaqués ; 
glucose et mannite sont utilisés en vingt-quatre heures. Deux souches, 
H 70 et H 21582 acidifient le maltose en sept jours. H 843 ne lattaque 
pas alors que les germes de Madagascar viraient le milieu en vingt- 
quatre heures, de méme l’action sur la sorbite est tardive pour les 
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souches d’Hanoi ; vis-a-vis du xylose elles se comportent comme D 15, 
en utilisant ce glucide tardivement (huit jours) tandis que D 21 ne modi- 
fiait pas ce sucre. : 

En résumé, ces souches ont les caractéres biochimiques de la 
Shigella déja décrite A trois exceptions prés : elles donnent de l’indole 
en vingt-quatre heures, elles utilisent lentement ou pas du tout mal- 
tose et sorbite. 

Aucun des sérums anti-dysentériques classiques n’agglutine nos 
trois souches, qu’on utilise une émulsion vivante, formolée ou bouillie, 
mais toutes trois sont agglutinées par le sérum anti-D 15 au 1/200 
(le taux de ce sérum est de 1/800 pour la souche homologue). Nous 
avons préparé un sérum anti-H 21582 qui agglutine H 21582 et H 70 
a 1/1 600, H 843 4 1/800 et les souches D 15 4 1/100 et D 21 a 1/200. 

Par absorption croisée on fait disparaitre l’antigéne commun A ces 
deux groupes de souches, en gardant un antigéne spécifique. En effet, 
on voit d’aprés le tableau que Vabsorption du  sérum anti-D 15 
par H 21582 ne réduit que de moitié le taux d’agglutination de la 
souche homologue. Si l’absorption du sérum anti-H 21582 par D 15 
réduit au contraire beaucoup la quantité d’agglutines spécifiques, le 
taux reste cependant de 1/100. 


SOUCHES 


SERUM 


anti-D 15 


4/500 
4/4 600 
4/200 
4/200 
4/200 


SERUM 


anti-H 21582 


1/100 
1/200 
4/1 600 
1/41 600 
1/800 


SERUM 
anti-D 15 
absorbé 

par H 21582 


SERUM 
anti-H 21582 
absorbé 
par D15 


Nous pensons donc que nos trois nouvelles souches ont assez de 
caractéres communs pour ¢tre classées dans le méme type que celles 
de Madagascar, puisqu’elles ont un antigene commun représentant 
une part importante (au moins la moitié) des antigénes, l’autre fraction 
étant constituée par un antigéne spécifique. 

Nous avons insisté sur ce nouveau groupe de germes en raison de 
sa répartition géographique qui semble assez diffuse, puisque certaines 
de nos souches ont été isolées 4 Madagascar, d’autres en Indochine et 
que des germes identiques ont été isolés en Italie par le D' W. H. 
Ewing [2] qui a eu l’amabilité de nous en faire part. 
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SALMONELLA 
DANS LES GANGLIONS MESENTERIQUES DE PORCS 


par R. BUTTIAUX, R. GAUMONT et P. MOREL. 


(Institut Pasteur de Lille.) 


En dehors des typhoides et parathyphoides, les salmonelloses dites 
« toxi-infections alimentaires » sont exceptionnellement d’origine 
hydrique. Elles proviennent de l’absorption d’autres aliments conta- 
minés. Un récent travail de Felsenfeld, Young et Yoshimura [4] vient 
confirmer cette opinion généralement admise. Parmi les _ viandes 
responsables, celles de porc contiennent des Salmonella beaucoup plus 
souvent que celles d’autres animaux. Felsenfeld et coll. [4] les trouvent 
dans 13,5 p. 100 des viandes et abats de porc, alors qu’ils ne les isolent 
que dans 0,2 p. 100 de ceux des boeufs. 

Tous les auteurs s’étant intéressés A cette question signalent que 
c’est dans les ganglions mésentériques qu'il est le plus facile et le 
plus fréquent de trouver les Salmonella. En procédant ainsi, Claren- 
burg, Vink et Huisman [2] en isolent 14 d’espéces différentes chez 
503. porcs apparemment sains. Hauser, Trenting et Breiffeth [3] 
trouvent S. berta (elle était 4 Vorigine d’une intoxication alimentaire 
collective) dans un ganglion mésentérique de porc. L. et §. Le Minor 
el R. Néel [4] y découvrent de méme S. tananarive (espéce nouvelle). 

Nous nous sommes livrés aux mémes recherches dans le Nord de 
la France. Nous avons examiné les ganglions mésentériques de 147 porcs 
sacrifiés dans l’abattoir d’une de nos grandes villes. Tous nos animaux 
avaient, au préalable, été soumis & un examen vétérinaire de conirdle 
et reconnus sains. Ils proviennent d’élevages des Flandres francaises. 

Technique. — 1° Aussitét aprés le sacrifice de l’animal, on préléve le 
plus aseptiquement possible, quelques ganglions mésentériques ; ils 
sont recueillis dans un flacon stérile. 

2° Transportés rapidement au laboratoire, ils sont débarrassés avec 
des instruments stériles, de leur graisse, et flambés. 

3° Ils sont broyés avec du sable stérile. Le broyat est repris par 
un peu d’eau distillée et ensemencé largement sur milieu d’enrichis- 
sement au sélénite acide de sodium. Celui-ci est incubé a 37° durant 
vingt-quatre 4 trente-six heures. La portion profonde du tube est 
isolée en stries sur S.S. agar. 

4° Les colonies suspectes (lactose : O) sont soumises au test d’uréase 
rapide de Elek [5] ; celles n’hydrolysant pas l’urée sont repiquées sur 
milieu de Kligler. Les souches présentant les caractéres des Salmonella 
sont, apres isolements successifs de purification, soumises aux études 
biochimique et antigénique. 

Ce procédé de recherche des Salmonella est d’ailleurs employé dans 
notre service d’Hygitne alimentaire de l'Institut Pasteur de Lille 
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pour tous les produits suspects. Nous avons presque complétement 
abandonné le milieu de Muller-Kauffmann au tétrathionate de sodium. 
Il nous donnait des résultats incomparablement inférieurs A ceux 
obtenus avec le sélénite acide de sodium. Nous nous rangeons comple- 
tement a l’opinion de Cruickshank et Smith [6] qui font la méme 
remarque. 

Nous avons trouvé six fois des Salmonella dans les ganglions mésen- 
tériques des 147 porcs examinés, soit dans 4,08 p. 100 des cas. Les 
espéces isolées se décomposent ainsi : 

S. bareilly : 3. 

S. typhi murium : 2. 

S. newport : 1. 

Ces résultats appellent quelques commentaires : 

1° Le pourcentage des porcs apparemment sains, porteurs de Sal- 
monella, est fort dans les élevages des Flandres frangaises. Il est supé- 
rieur 4 celui trouvé dans les Pays-Bas par Clarenburg et coll. [2] : 
2,78 p. 100. Il est trés inférieur cependant a celui rapporté par Fel- 
senfeld et coll. [4] : 13,5, aux U.S. A. 

2° La viande de porc constitue donc une source de contamination 
bumaine, dont l’importance ne doit pas étre négligée. Il faut remar- 
quer que nos travaux, comme ceux d’ailleurs des auteurs étrangers 
signalés ici, concernent des animaux ayant été préalablement soumis 
a linspection vétérinaire. Felsenfeld et coll. [4] trouvent beaucoup plus 
souvent des Salmonella dans les viandes et abats de pore quand il 
s’agit de carcasses incontrolées ; le pourcentage des cas positifs passe 
alors de 13,5 a 26,8. 

Comme on le sait, un examen macroscopique vétérinaire, méme le 
plus sérieux possible ne permet pas l’identification des animaux 
porteurs sains de Salmonella. Cette viande dangereuse pour l’homme 
ne peut pas étre différenciée d’autres absolument saines. On en arrive 
done a se demander si l’examen bactériologique des viandes n’est pas 
la seule mesure capable d’éviter le danger réel représenté par ces 
produits. 

3° Il était intéressant de rechercher l’incidence possible du phéno- 
méne constaté par nous chez le porc, sur les salmonelloses humaines 
de la région du nord de la France alimentée par les produits provenant 
de l’abattoir étudié. S. typhi murium est la Salmonella d’intoxication 
alimentaire la plus fréquente dans notre région ; nous l’avons déja 
signalé [7]. Cependant, dans toutes les toxi-infections collectives pro- 
yoquées par elle, nous avons pu démontrer que |’élément contaminant 
était un porteur de germes humain. Nous reviendrons par ailleurs sur 
cette importante question. S. newport est exceptionnelle dans le nord 
de la France. Par contre, S. bareilly doit, ici, retenir notre attention. 
Alors qu’en 1947-1948-1949, nous ne l’avions isolée qu’une fois parmi 
247 Salmonella, d’origine humaine, nous venons de la rencontrer trois 
fois parmi les 28 d’espéces différentes, découvertes chez 1]’homme 
durant les quatre premiers mois de 1951. Sa fréquence augmente donc 
considérablement dans notre région. On sait qu’elle se rencontre 
souvent dans les volailles, et lun de nous [8] l’a signalée chez un 
poussin d’un élevage du nord de la France. Edwards, Bruner et 
Moran [9], considérent que les volailles sont le plus important 
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réservoir de Salmonella et qu’une haute incidence d’une espéce déter- 
minée chez celles d’une région précise, est accompagnée par sa haute 
fréquence chez homme de la méme zone territoriale. Cependant, 
pareil phénoméne n’a pas été constaté chez nous, jusqu’a présent. Par 
contre, dans deux de nos intoxications par S. bareilly, infection 
humaine a pu étre produite par de la viande de porc (saucisses), sans 
que nous en ayons cependant la preuve biologique. 

Il faut donc retenir le réle étiologique possible et probable de la 
viande et des abats de pore dans les salmonelloses humaines. Le seul 
remede recommandable est le renforcement du contréle des viandes ; 
il a déja été demandé par Boyer et Tissier [40]. Pour étre efficace, il 
nécessiterait un examen bactériologique des produits avant leur mise 
‘en vente ; pareille mesure nous semble difficilement réalisable en 
pratique. Le mieux, donc, est, pour le moment, d’éviter la consom- 
mation de viandes et abats de pore crus ou insuffisamment cuits. 

Nous remercions MM. Poulain et Auffrant, docteurs vétérinaires 
chargés de l’inspection des viandes, qui nous facilité ces recherches. 
Nous remercions également M. Le Minor qui a bien youlu nous apporter 
son concours pour |’étude antigénique des Salmonella isolées. 
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ETUDE COMPARATIVE D'UN BACILLE ACIDO-RESISTANT 
ISOLE PAR CULTURE D'UN LEPROME HUMAIN 
ET DU BACILLE DE HANSEN 
par Socurn MARIE-SUZANNE, R. SOHIER et R. NOEL. 


(Travail des Laboratoires de la P. F, de la Faculté Catholique de Lyon 
el de la Faculté de Médecine de Lyon.) . 


Pendant les trente années que l’un de nous (Scour Marie-Suzanne) a 
‘onsacrées A l’étude de la lépre, plusieurs souches de bactéries ont été 
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isolées en partant de lépromes prélevés a différents stades de la 
maladie. Ces souches, chromogénes ou non, 2 alcoolo-acido-résistance 
plus ou moins stable, ne montraient ni dans leur morphologie, ni 
dans leur comportement chez les animaux d’expérience, de caractdres 
assez proches de ceux du bacille de Hansen pour qu’elles méritent de 
retenir l’attention. 

En 1949, nous avons repris des recherches a partir d’un malade 
présentant une -lépre lépromateuse typique avec multiples taches 
infiltrées sur le tronc et les membres. Les premiers symptémes 
dataient d’environ un an. Il n’avait eu comme traitement que deux 
séries de huit injections d’hydroochaulmoogréol et 2 g de cimédone. 

La biopsie d’une lésion infiltrée du genou gauche fournit un 
fragment contenant de trés nombreux bacilles acido-résistants, intra- 
et extra-cellulaires, polymorphes, mais en majorité longs et granuleux. 
Sur la coupe, aspect classique de la lépre lépromateuse : un épithélium 
malpighien aminci et dépourvu de papilles ; une bande claire sous- 
épithéliale vierge de tout élément réactionnel, puis un filtrat Jépro- 
mateux avec histiocytes surchargés de bacilles dispersés dans une 
nappe réactionnelle histo-lymphocytaire avec quelques cellules de 
Virchow. 

Une parcelle de cette biopsie dépourvue de son épiderme est écrasée 
avec une pince hémostatique, émulsionnée en sérum physiologique ; 
mise dans un tube 8 essai, elle est gardée 4 la température ambiante. 

Aprés six mois, les frottis de cette émulsion montrent des bacilles 
acido-résistants, polymorphes, certains courts, d’autres longs, gra- 
nuleux, formant parfois comme des filaments anastomosés ; le tout 
fortement acido-résistant. Une partie de l’émission est ensemencée sur 
bouillon nutritif, sur milieu de Lowenstein et de Petragnani, et dans 
un ballon contenant 50 cm? de milieu de Sauton mis a ]’étuve 4 32°-35°. 

Tous les tubes sont restés stériles. Sur le ballon de Sauton, aprés 
quatre mois a 1]’étuve, on remarque sur un cdté un voile blanchatre 
ayant l’aspect d’un champignon, sur l’autre cété, un voile plissé, 
couleur saumon, grimpant sur la paroi du récipient. 

Les frottis du voile blanchatre montrent un mycélium cyanophile 
avec des éléments acido-résistants. Le voile chromogéne est une culture 
de bacilles longs, granuleux, acido-résistants avec quelques éléments 
cyanophiles. 

Aprés plusieurs repiquages sur milieu de Sauton et de Petragnani, 
la culture de bacilles acido-résistants a pu étre isolée et repiquée sur 
milieu de Sauton ; elle donne un voile chromogéne, soit lisse, soit 
rugueux ; mais elle exige une quantité assez importante de milieu. 
Dans les premiers ensemencements, le milieu reste clair pendant 
longtemps, parfois plusieurs - mois; aprés plusieurs repiquages, le 
trouble apparait entre le dixitme et le quinzi¢me jour, mais le voile 
n’est bien formé qu’aprés deux mois. Sur Petragnani, la culture 
commence a étre visible vers le vingtiéme jour. Les bacilles ont une 
acido-résistance constante ; ils sont polymorphes, mais surtout longs 
et granuleux, parfois en forme de massues. 

Cette expérience a été renouvelée trois fois avec des biopsies prélevées 
sur le méme malade. Deux fois, les premiers ensemencements ont 
donné une culture mixte de bacilles acido-résistants et de germes de 
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souillure ; une fois la souche acido-résistante a été obtenue pure au 
départ (1). 

Les bacilles ainsi isolés ont été inoculés par voie intrapéritonéale a 
un cobaye et n’ont provoqué aucune lésion décelable chez cet animal 
sacrifié dix mois aprés |’inoculation. 

Inoculés dans la cavité principale de 60 Galleria mellonella, les 
bacilles ont été retrouvés jusqu’au soixantiéme jour aprés |’inocu- 
lation. Au trentiéme jour aprés inoculation, un papillon de Galleria 
broyé et ensemencé dans un ballon contenant 500 cm® de milieu de 
Sauton a donné une culture de bacilles acido-résistants. 

Chéz les rats blancs inoculés dans le testicule et dans la peau avec 
cette souche, les bacilles ont été retrouvés et recultivés aprés vingt- 
quatre heures, quatorze jours, un mois, quatre muis, dix MOIS. > cet; 
apres un deuxiéme passage de rat a rat, il a été possible de les retrouver 
et de les cultiver quatre mois aprés l’inoculation. 

Toutes ces souches sont entretenues sans difficulté sur milieu Sauton 
et Petragnani, & condition d’avoir un volume de milieu suffisant. 

Inoculés & plusieurs séries de rats blancs avec passages successifs, 
ces bacilles n’ont montré aucun signe de toxicité ; mais les lésions 
histologiques retrouvées chez tous ces animaux dans les prélevements 
faits 4 différentes périodes allant de vingt-quatre heures 4 douze mois 
aprés inoculation, rappellent exactement celles vues chez les rats 
inoculés avec des bacilles de Hansen obtenus a partir de broyats de 
lésions 1épromateuses humaines. Les caractéres des modifications histo- 
pathologiques constaiées seront exposées dans un autre travail. 

Sur la membrane chorio-allantoidienne de poulet incubé dix jours, 
Vinoculation de I goutte de culture sur Sauton a déterminé une 
réaction de la membrane au point d’inoculation avec pénétration des 
bacilles dans les cellules mésenchymateuses ; l’embryon était encore 
vivant huit jours apres l’inoculation. 

Avec une culture sur Petragnani, nous avons préparé un antigéne 
selon la méthode de Mitsuda. Cet antigéne a donné une réaction trés 
positive chez tous les lépreux lépromateux ou tuberculoides et chez 
une infirmiére travaillant dans une léproserie, mais n’ayant pas la 
lepre. 

Pour nous rapprocher davantage des conditions de la réaction de 
Mitsuda, nous avons prélevé, sur un malade lépromateux, le nodule 
causé par l’intradermo-réaction avec l’antigéne culture, et nous avons 
refait un antigéne. Les intradermo-réactions pratiquées avec cette 
derniére préparation ont été négatives sur 10 malades lépromateux 
et positives sur 3 malades de formes tuberculoides ; mais cette derniére 
réaction n’a duré que quatre ou cing jours. 

Conclusions, — Wn laissant séjourner A la température ambiante dans 
du sérum physiologique un fragment de léprome riche en bacilles et 
préalablement 6crasé, et en ensemengant le produit de cette macé- 
ration en milieu de Sauton, nous avons obtenu une ulture de 
germes présentant les caractéres essentiels suivants : 


(1) La méme technique appliquée a des biopsies prélevées sur 2 autres 


malades en traitement par les sulphones depuis six mois ne nous a pas 
encore donné des résultats positifs. 
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Il s’agit d’un bacille polymorphe avec prédominance 4d’éléments 
longs et granuleux presque toujours groupés en amas, acido-résistants, 
Gram-positifs. 

Ce germe a pu étre retrouvé chez la Galleria jusqu’d soixante jours 
aprés inoculation. 

Aprés inoculation au cobaye, il n’a été constaté aucune manifes- 
tation morbide au cours des dix mois d’observation. 

Chez les rats, il a provoqué des lésions identiques 4 celles causées 
chez ces animaux par inoculation du bacille de Hansen provenant de 
broyat de lésions cutanées humaines. Comme pour le bacille de Hansen, 
les lésions sont atténuées par passage de rat a rat. 

On peut donc admettre qu’un certain nombre des caractéres de ce 
germe le rapprochent du hbacille de Hansen sans qu’il soit possible 
cependant de définir exactement sa position par rapport au_bacille 
de la lépre (2). 


Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l’Institut Pasteur : 


Action tuberculostatique de la viomycine in vitro et in vivo, 
par Ca. GeRnez-RiEvx. 


Les bactéries semi-résistantes au bactériophage, par R. Waut et 
M™@e L. BLuM-EMERIQUE. 


Démonstration, par l’épreuve des bactériophages Vi, d’une ana- 
logie physiologique entre les antigénes Vi présents chez des 
espéces bactériennes différentes, par P. Nicoxtue, G. Rita et 
M. Huver. 


Etude de l’action de la chloromycétine sur la multiplication du 
bactériophage, par E. Epiincer. 


Le déterminisme de la sporulation du Bacillus megatherium. 
I. Effet de 1’épuisement de l’aliment carboné en milieu synthé- 


tique, par N. GRELeET. 


Remarques sur l’action hémolytique des sels de cuivre, par 
Mules S. Lampin, S. Bazin et A. SALas. 


(2) Nous avons demandé au Dr Penso, qui poursuit actuellement de trés 
intéressantes et utiles recherches sur Jidentification des mycobactéries, 
d’étudier cette souche avec les méthodes qu’il a proposées et, en particulier, 
au moyen de I’action de divers bactériophages. Ces études sont encore 
en cours ; mais les premiéres investigations ne permettent pas de classer 
ce germe comme appartenant & l’un des Mycobacterium non pathogénes 


qu’il a identifiés. 
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Le titrage de la sensibilité de Mycobacterium tuberculosis aux 
antibiotiques insolubles dans l’eau, par P.-J. CoLrtsos, Mle M.-J. 
Larocue et E. Ortor. 


Microscopie électronique des corps de Negri dans la rage des 
rues. Méthode de repérage et d’examen des coupes histolo- 
giques au microscope électronique, par P. L&rinz et Me O. 
CROISSANT. 


Contribution a l'étude du mécanisme de la réduction des 
nitrates en nitrites par quelques germes isolés du sol. Mise 
au point d’un dosage des nitrates, par S. KaurrMann. 


LIVRES REGUS 


Fred M. Huber. — Biophysical Research Methods. Interscience Publishers 
Inc., New-York, 1950, 667 pages, dollars : 9,50. 


Cet ouvrage s’adresse & ceux qui désirent s’initier aux principes et 
aux méthodes de recherches physico-chimiques dont |’emploi s’est désor- 
mais imposé en biologie. 1l ne vise pas a faire des spécialistes, mais a 
apprendre aux travailleurs pourquoi ces méthodes sont employées, sur 
quels principes elles s’appuient et comment se servir des appareils. 

L’ouvrage débute par un excellent chapitre de F. Uber qui renferme 
des conseils aux chercheurs et leur enseigne comment éviter des 
expériences inutiles ou qui ne conduisent & rien en leur rappelant les 
bases de la méthode et le fait que les instruments, si perfectionnés 
fussent-ils, ne servent a rien si l’expérience a été mal congue. Sous une 
forme souvent humoristique et toujours empreinte d’un profond bon 
sens, l’auteur rappelle des régles essentielles qui ne devraient jamais 
étre perdues de vue par tout chercheur. Regrettons A ce propos de ne 
pas voir dans la bibliographie citée, louvrage tondamental de Claude- 
Bernard sur |’ « Introduction 4 la Médecine expérimentale » dont il existe 
cependant une bonne traduction en anglais. 

Les chapitres suivants, traités chacun par des spécialistes de la 
matiére, exposent successivement les principes, méthodes et techniques 
de la mesure de pression osmotique, de la centrifugation, les mesures de 
la viscosité, de la température et de la calométrie, la lyophilisation, les 
mesures bio-électriques, l’électrophorése, les ultra-sons, la microscopie 
spéciale, la microscopie électronique, la spectrographie, l’irradiation aux 
rayons X en tant que moyen de recherche, les électrons, les neutrons et 
les particules alpha, enfin Jes isotopes stables et ceux radio-actifs 
employés comme éléments marqueurs. Chacun des chapitres est claire- 
ment trailé, illustré de nombreux schémas et traite de la théorie générale 
avec suffisamment d’indications pratiques pour permettre au travailleur 
qui n’est pas un débutant de se familiariser rapidement avec le fonc- 
tionnement des appareils indiqués. Des références succinctes, essen- 
ticllement de la littérature anglo-saxonne, terminent chaque chapitre. 

L’ouyrage, destiné aux étudiants américains, passe sous silence la 
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plupart des travaux ou instruments européens, sans doute en dehors de 
leur sphére d’intérét. On découvre aussi de surprenantes affirmations, 
comme cette phrase (p. 400) : « En Europe... plusieurs constructeurs ont 
dessiné et ont l’intention de construire des microscopes électroniques... 
tous ces instruments ont été dessinés depuis la fin de la guerre et rela- 
tivement peu se trouvent dans les laboratoires... » 

L’ensemble de l’ouvrage n’en est pas moins intéressant A consulter 
et renferme nombre d’indications pratiques qui pourront ¢tre utiles aux 
travailleurs. 

Deuics 


Francisco Sosa Galicia. — Estado actual de los Espiroquetales. Thése de 
Médecine, Guatemala, 1948. 


Revue générale sur la spirochétose, cet ouyrage présente en cing 
parties : 

1. Historique, nomenclature et classification des spirochétes ; 2. Trépo- 
nemes ; 3. Borrelia ; 4. Leptospires ; 5. Conclusion. Pour chacune des 
espéces traitées, les caractéres principaux morphologiques et pathogénes 
sont exposés avec précision, le diagnostic des spirochétes avec lesquels 
la confusion est possible est clairement et completement donné. La biblio- 
graphie est assez compléte, et par la conscience avec laquelle il a été 
rédigé et le soin donné a sa présentation, cet ouvrage s’éléve nettement 
au-dessus de la classe habituelle des théses de médecine. 

Picks 


AVIS 


Il’ CONGRES INTERNATIONAL DE BIOCHIMIE 


Le II* Congrés International de Biochimie est prévu, a Paris, du 
21 au 27 juillet 1952. 

Le programme n’est pas encore définitivement fixé. Toutefois, le 
Comité d’Organisation a prévu l’étude de sujets biochimiques d’actua- 
lité, au cours de 7 colloques : 

1° Biochimie des stéroides ; 

2° Riochimie de Vhématopoieése ; 

3° Biogénése des protéimes ; 

4° Cycles des acides tricarboxyliques ; 

5° Métabolisme microbien ; 

6° Mécanisme d’action des antibiotiques ; 

7° Hormones protéiques et hormones dérivées des protéines. 

Les communications portant sur d’autres problémes biochimiques 
seront groupées en sections homogénes. 

Quatre conférences générales seront confiées A des savants qualifiés. 

Le programme provisoire avec les bulletins d’adhésion et ]’indication 
de divers renseignements pratiques sera diffusé vers la fin de 1 été, 
auprés des Sociétés de Biochimie, Départements et Instituts de 
Biochimie, etc. 

Les auteurs de communications devront en adresser le titre avant 
le 18 mars 1952 et un résumé de moins de 200 mots avant le 
Ie* avril 1952 au Secrétaire général : professeur J.-E. Courtois, 
4, avenue de l’Observatoire, Paris (VI°). 


Le Gérant : G. Masson. 
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